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Nucleinsaure-Molekule codierend Proteine, die die Adhasion 
von Neisseria-Zellen an humane Zellen vermitteln 

Die vorliegende Erfindung betrifft Nucleinsaure-Molekule aus 
Bakterien der Gattung Neisseria, die Proteine codieren, die 
die Adhasion von Neisseria-Zellen an humane Zellen vermit- 
teln. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die durch 
diese Nucleinsaure-Molekule codierten Proteine und gegen 
diese gerichtete Antikorper. Die Erfindung betrifft weiter- 
hin Arzneimittel, Impfstoffe und diagnostische Zusammenset- 
zungen, die die beschriebenen Nucleinsaure-Molekule, Pro- 
teine und/oder Antikorper enthalten. 

Der Gattung Neisseria (gramnegative Kokken) gehoren eine 
Reihe von Bakterienarten an, die als Saprophyten den oberen 
Respirationstrakt des Menschen besiedeln. Neben kommensalen 
Arten (e.g.: N. sicca) und opportunistisch pathogenen Arten 
(e.g.: N. lactamica) sind zwei Neisseria-Arten bekannt, wel- 
chen eindeutig humanpathogene Eigenschaf ten zuzuschreiben 
sind. Es handelt sich hierbei um die ausschliefilich beim 
Menschen vorkommenden Arten N. gonorrhoeae, dem Erreger der 
gleichnamigen venerischen Erkrankung Gonorrhoe, sowie um N. 
meningitidis, dem Erreger der bakteriellen epidemischen 
Hirnhautentziindung. In beiden Fallen ist die Atiologie, d.h. 
der kausale Zusammenhang zwischen Entstehung des Krankheits- 
bildes und Besiedelung durch Bakterien der genannten Arten 
hinlanglich gesichert. 

Bei der durch N. meningitidis ( "Meningokokkus" ) verursachten 
eitrigen Hirnhautentziindung (Meningitidis cerebrospinalis 
epidemica) , die meist epidemisch auftritt, handelt es sich 
um eine systemische invasive Infektion der Him- und Riicken- 
markshaute des Menschen. Gelegentlich werden zusatzlich 
hamorrhagische Exantheme am Rumpf, bzw. Begleiterkrankungen 
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durch Herpes simplex beobachtet. Der Erreger kann in mehre- 
ren Serovars auftreten, die mittels Agglutinationsreaktionen 
mit Immunseren unterscheidbar sind. Die Hauptgruppen sind 
dabei bemerkenswert verschieden und kommen in raumlich und 
zeitlich unterschiedlicher Pravalenz vor. Meningokokken- 
Meningitidis trat bislang gehauft alle 8 bis 12 Jahre auf 
mit einer Dauer der erhohten Pravalenz von etwa 4 bis 6 Jah- 
ren. Wahrend in den USA, sowohl bei der Zivilbevolkerung, 
als auch bei Militarpersonal, Serovar B Meningokokken 50% 
bis 55% der rezenten Erkrankungen auslosten, wurden in der 
ersten Halfte des Jahrhunderts die meisten Epidemien in den 
USA durch Serovar A Menigokokken verursacht . 

Das von N. gonorrhoeae verursachte Krankheitsbild ist meist 
eine lokal begrenzte Infektion der Schleimhaute vor allem 
des Urogenitaltrakts (Gonorrhoe) , seltener der Konjunctiva 
(Conjunctivitis gonorrhoeae, Gonoblennorrhoe) , die bei Neu- 
geborenen perinatal, bei Erwachsenen meist einseitig uber 
Schmierinfektion erworben wird. In sehr seltenen Fallen 
kommt es nach hamatogener Aussaat zu Bakteriamie und Sepsis, 
die Exantheme mit hamorrhagischen Pusteln und Folgeerkran- 
kungen des rheumatischen Formenkreises , Arthritis 
gonorrhoica und/oder Endokarditis nach sich Ziehen konnen. 
Die Erkrankungen durch N. gonorrhoeae und N. meningitidis 
werden ublicherweise mit Antibiotika therapiert . In zuneh- 
mendem MaBe treten jedoch Resistenzen gegen einzelne oder 
Gruppen der verwendeten Antibiotika auf, so daS die Verfug- 
barkeit der bislang nahezu ausschlieSlich praktizierten The- 
rapiemethode eine ungiinstige Prognose hat. Die Entwicklung 
alternat iver Behandlungsmethoden , vorzugsweise pravent iver 
Art, ist deshalb wunschenswert und dringlich. 

Neisseria gonorrhoeae und N. meningitidis kommen ausschlieS- 
lich beim Menschen vor und weisen in Anpassung an ihren ein- 
zigen Wirtsorganismus eine Vielzahl von Eigenschaf ten auf, 
die geeignet sind, die Abwehrmechanismen des Wirts wirkungs- 
los zu machen. So ist bis heute kein Impfstoff verfugbar, 
der Gonorrhoe verhindert. Dies gilt in eingeschrankter Form 
auch fur die Meningokokken-Meningitis . Obwohl die Erkrankung 
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in jungerer Zeit vorwiegend durch Bakterien desselben 
Serovars, Gruppe B, verursacht wird, ist ein wirksamer Impf- 
stoff gegen Gruppe B Meningokokken bislang nicht existent. 
Impfstoffe gegen andere Serovars bieten nur partiellen 
Schutz und sind aus immunologischer Sicht nicht unproblema- 
tisch. Ursachlich fiir das Versagen der Inununabwehr ist unter 
anderem die antigene Variation auf der Erregerseite, die ira 
Falle der pathogenen Neisserien besonders ausgepragt ist. 
Eine Einschrankung des Freiraums der antigenen Variation ist 
jedoch dort denkbar, wo die sterische Auf rechterhaltung 
eines f unktionellen Bereichs erforderlich ist, um die 
Interaktion mit weitgehend konservierten und konstanten 
Strukturen der Wirtsrezeptoren zu gewahrleisten. Im Falle 
der Adhasine, die zur Anheftung an die Wirtszelle dienen, 
ist diese Forderung in besonderem MaS zutreffend. Nur bei 
weitgehender Konstanthaltung des f unktionellen an der physi- 
kalischen Interaktion beteiligten Bereichs ist die Wechsel- 
wirkung mit dem Rezeptor der Wirtszelle moglich. Dieser 
Bereich sollte damit antigener Variation weitgehend ver- 
schlossen sein und stellt damit einen geeigneten Ansatzpunkt 
fiir die Entwicklung neuer Therapiemethoden dar. 

Bei einer Inf ektionserkrankung ist allgemein die stabile An- 
heftung der Erreger an Wirtsgewebe als Initialphase anzuse- 
hen. Durch Wechselwirkungen zwischen Strukturen der Zell- 
oberflachen von Erreger und Wirtszelle wird eine mechanisch 
stabile Verbindung geschaffen, die ein Verweilen der Bakte- 
rien auf dem Gewebe des Wirts (Kolonisierung) und nachfol- 
gende lokale Vermehrung der Erreger ermoglicht. Die Anhef- 
tung an die Wirtszelle ist in zwei Abschnitte gliederbar, 
wobei unterschiedliche Strukturen an der Wechselwirkung be- 
teiligt sind. 

Die erste Etappe der Adhasion ist die Vermittlung eines Kon- 
taktes zwischen Wirts- und Erregerzelle . Vielfach erfolgt 
die Kontaktaufnahme unter Beteiligung von Zellanhangs-Orga- 
nellen, den sogenannten Pili. Diese auch Fimbrien oder Fi- 
brillen genannten Zellorganellen sind wenige bis mehrere 
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feine f adenf ormige starre oder flexible Anhangsel der Bakte- 
rienzelle, deren Lange ein mehrf aches des Zelldurchmessers 
betragen kann. Bei der pilusvermittelten Adhasion besteht 
deshalb noch kein Kontakt zwischen den Zellwanden von Erre- 
ger und Wirtszelle. Die Mehrzahl der bekannten Pili sind he- 
teropolymere Strukturen, die aus verschiedenen Komponenten 
bestehen. Die meist in hoher Kopienzahl vorliegende Hauptun- 
tereinheit erfullt die Struktur- bzw. Gerustf unktion, wah- 
rend die eigentliche Adhasinf unktion von Nebenkomponenten 
getragen wird mit meist sehr niedriger Kopienzahl. 
Bei einer weiteren Form der Adharenz erfolgt die Anheftung 
von Erregern an die Wirtszellen ohne die Beteiligung von 
Pili (£ilus independent adherence, pia) . Hierbei kommt es 
nach raumlicher Annaherung zwischen Erreger- und Wirtszelle 
zur direkten Beriihrung der Zellwande. Diese Anlagerung und 
Stabilisierung des Zell-Zellkontaktes erfolgt unter Beteili- 
gung von Adhasinen, die in der Bakterienzellwand lokalisiert 
sind. Durch den direkten Zell-Zellkontakt kommt es schliefc- 
lich zur Signalubertragung, welche die Erreger- induzierte 
Phagozytose einleitet und den Invasionsvorgang in die Ziel- 
zelle startet. Die pia Form der Adharenz kann autonom die 
Anheftung der Erreger bewirken, beispielweise bei piluslosen 
Erregern. Sie kann aber auch als zweite Phase der Anheftung, 
d.h. als Folgereaktion nach pilusvermittelter Anheftung den 
Zell-Zellkontakt stabilisieren. Die Adhasine, die an der 
pilusunabhangigen Adhasion beteiligt sind, konnen, aber mus- 
sen nicht andere Bindespezif itaten aufweisen, als die an der 
pilusabhangigen Adhasion beteiligten Adhasine. 

Im Sinne der Erfindung werden nachfolgend die an der Anhef- 
tung beteiligten Strukturen der Bakterien als Adhasine, die 
der Wirtszelle als Rezeptoren bezeichnet. Unterbleibt der 
Kontakt zwischen Adhasin und Rezeptor, so bewirken "Abwehr- 
mechanismen" des Wirts wie Flimmerbewegung der Epithelien, 
Mucus absonderung, Massenstromungen von Korperf lussigkeiten 
u.a.m. die Elimination der Erreger. Die Entstehung einer In- 
fektionserkrankung wird damit bereits im Vorfeld unterbun- 
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den. Eine Storung der Erregeranhef tung durch Hemmung der 
Wechselwirkung zwischen Adhasin und Rezeptor der Zielzelle 
stellt somit einen sehr wirkungsvollen Ansatz fur die Pre- 
vention und Therapie von Inf ektionserkrankungen dar. Derar- 
tige therapeutisch wirksame Ansatze beinhalten die Bildung 
von Antikorpern, die spezifisch die Adhasinfunktion blockie- 
ren, sei es durch aktive Immunisierung (Vakzinierung) , oder 
durch Verabreichung bereits gebildeter Antikorper (passive 
Immunisierung) . Eine Hemmung der Adhasin-Rezeptor Bindung 
laSt sich ebenfalls mittels passiver Verabreichung sowohl 
von rezeptoranalogen, als auch von adhasinanalogen Substan- 
zen erzielen. Diese Stoffe binden kompetitiv an die jewei- 
lige Partnerstruktur und blockieren diese damit fur produk- 
tive Interaktionen. Solche Stoffe werden im Sinne der Erfin- 
dung als Inhibitoren bezeichnet. 

Bislang durchgef uhrte Ansatze, unter Verwendung von Pilin, 
der Strukturfunktion tragenden Hauptkomponente des Pilus, 
eine breit wirksame Vakzine zu entwickeln, welche die Adha- 
sion von pathogenen Neisserien wirksam blockiert, schlugen 
fehl. Dies ist vermutlich darauf zuruckzufuhren, daS (i) 
Pilin selbst keine Adhasinfunktion tragt und (ii) Pilin in 
besonders ausgepragter Form intra- und interstammspezif ische 
antigene Variation aufweist. Da beide Einschrankungen , wie 
oben dargelegt, fur Adhasine nicht gelten, sollte bei Ver- 
wendung eines Adhasins als Vakzine diesem Ansatz eher Erfolg 
beschieden sein. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde f 
Proteine und diese codierende DNA-Molekule zur Verfugung zu 
stellen, die als Adhasionsstrukturen bei Neisseria Spezies 
dienen oder zur Ausbildung solcher Strukturen beitragen. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Pa- 
tentanspruchen bezeichneten Ausfuhrungsf ormen gelost . 
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsaure-Mole- 
kule, die die unter Seq ID No. l dargestellte Nucleotidse- 
quenz oder Teile davon enthalten, wobei diese Nucleinsaure- 
Molekule einen oder mehrere offene Leserahmen umfassen, die 
Proteine oder biologisch aktive Fragmente davon aus Bakte- 
rien der Gattung Neisseria codieren, die die Adhasion von 
Neisseria-Zellen an humane Zellen vermitteln. Der Begriff 
"Leserahmen" wird hierbei synonym verwendet mit dem Begriff 
"codierende Region". 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso Nucleinsaure-Molekule, 
die im Prinzip die in Seq ID No. 1 dargestellte Nucleotidse- 
quenz aufweisen, bei denen jedoch die Nucleotidsequenzen der 
offenen Leserahmen aufgrund der Degeneration des genetischen 
Codes von denen der in Seq ID No. 1 angegebenen abweicht. 
Vorzugsweise weisen bei diesen Nucleinsaure-Molekulen die 
offenen Leserahmen Nucleotidsequenzen auf, die Proteine mit 
einer der unter Seq ID No. 1 angegebenen Aminosauresequenzen 
codieren. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Nucleinsaure-Molekule, 
die mit den vorangehend beschriebenen Nucleinsaure-Molekulen 
hybridisieren und codierende Regionen umfassen, die Proteine 
codieren, die die Adhasion von Neisseria-Zellen an humane 
Zellen vermitteln. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird der Begriff n Hy- 
bridisierung" verwendet, wie bei Sambrook et al. (Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory 
Press (1989), 1.101 bis 1.104) beschrieben. Vorzugsweise 
wird darunter eine Hybridisierung unter stringenten Bedin- 
gungen verstanden. Darunter wird insbesondere eine Hybridi- 
sierung verstanden, bei der nach Waschen fur 1 h mit 1 x SSC 
und 0,1 % SDS, vorzugsweise mit 0,2 x SSC und 0,1 % SDS f bei 
55°C, vorzugsweise bei 62°C und besonders bevorzugt bei 68°C 
noch ein positives Hybridisierungssignal beobachtet werden 
kann. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm stammt das erfindungs- 
gemafce Nucleinsaure-Molekul aus einer pathogenen Neisserien 
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Spezies, insbesondere aus Neisseria gonorrhoeae oder 
Neisseria meningitidis. 

Der Begriff "Nucleinsaure-Molekul" , wie hier erf indungsgemafi 
verwendet, bezieht sich auf eine polyrnere Form von Nucleoti- 
den beliebiger Lange, entweder, als Ribonucleotide oder als 
Desoxyribonucleotide . Der Begriff bezieht sich lediglich auf 
die Primarstruktur des Molekuls. SinngemaB umfa&t er folg- 
lich DNA- und RNA-Molekule in Einzelstrang- oder Doppel- 
strangform. Bei der DNA kann es sich sowohl urn cDNA als auch 
urn genomische DNA handeln. Der Begriff umfaSt ferner die 
nicht modifizierte Form ebenso wie wissenschaf tlich bekannte 
Arten der Modif ikationen, z.B. Methylierung, "capping", Ba- 
sensubstitution mit natiirlichen oder synthetischen Analogen, 
Internucleotid-Modif ikationen mit ungeladenen Verbindungen 
(z.B. Methyl - Phosphat , Phosphoamidat , Carbamat , Phosphot ri - 
ester u.a.m.) oder mit geladenen Verbindungen (z.B. Phospho- 
rothioat, Phosphorodithioat u.a.m.) oder mit Bindegliedern 
wie Proteinen und Peptiden (z.B. Nucleasen, Toxine, Antikor- 
per, poly-L-Lysin u.a.m.). Der Begriff umfafct auch Formen 
mit Intercalatoren (z.B. Acridin, Psoralen u.a.m.), Chelato- 
ren (z.B. mit Metallen, radioaktiven Metallen oder oxidie- 
renden Metallen, u.a.m.), solche mit alkylierenden Agentien 
und schlieSlich mit modif izierten Bindungen (z.B. alpha 
anomere Nucleinsauren u.a.m.). 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Vektoren, die ein erfin- 
dungsgemaSes Nucleinsaure-Molekul enthalten. Bei dem Vektor 
kann es sich urn einen beliebigen prokaryontischen oder euka- 
ryontischen Vektor handeln. Beispiele fur prokaryontische 
Vektoren sind chromosomale Vektoren, wie etwa Bakteriophagen 
(z.B. Bakteriophage Lambda, PI) und extrachromosomale Vekto- 
ren, wie etwa Plasmide, wobei zirkulare Plasmidvektoren be- 
sonders bevorzugt sind. Geeignete prokaryontische Vektoren 
sind beispielsweise bei Sambrook et al. (s.o.), Kapitel 1 
bis 4, beschrieben. Der erf indungsgemafce Vektor kann auch 
ein eukaryontischer Vektor sein, z.B. ein Hefevektor oder 
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ein fur hohere Zellen geeigneter Vektor (z.B. ein Plasmid- 
vektor, ein viraler Vektor, ein Pf lanzenvektor , u.a.m.). 
Beispiele fur derartige Vektoren sind ebenfalls in Sambrook 
et al. (s.o., Kapitel 16) beschrieben. Ein Vektor, der ein 
erf indungsgemaSes Nucleinsaure-Molekul enthalt, ist bei- 
spielsweise das Plasmid pES25 (enthalten im E. coli Staram H 
2560 (DSM 10257)). Der E. coli-Stamm H 2560 wurde am 18. 
September 1995 entsprechend den Anf orderungen des Budapester 
Vertrages fur die internationale Anerkennung der Hinterle- 
gung von Mikroorganismen zum Zwecke der Patentierung bei der 
als internationale Hinterlegungsstelle anerkannten Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen (DSM) in Braunschweig, Bundes- 
republik Deutschland unter der Hinterlegungsnummer DSM 10257 
hinterlegt . 

Ferner betrifft die Erfindung Wirtszellen, die einen oben 
beschriebenen Vektor enthalten oder mit einem oben beschrie- 
benen Nucleinsauremolekul genetisch manipuliert sind. Der 
Begriff "Wirtszelle" umfafit im Rahmen dieser Erfindung 
sowohl prokaryontische als auch eukaryontische Wirtszellen. 
Prokaryontische Zellen sind bevorzugt, dabei besonders gram- 
negative prokaryontische Zellen, insbesondere E. coli-Zel- 
len. Als eukaryontische Wirtszellen kommen beispielsweise 
Pilzzellen (z.B. Hefezellen) , tierische oder pflanzliche 
Zellen in Frage . 

Die unter Seq ID No. 1 dargestellte Nucleotidsequenz umfafct 
drei offene Leserahmen. Diese stellen ein Operon dar, das 
eine funktionelle Einheit bildet. Die drei offenen Leserah- 
men, die als orfl, orfA und orfB bezeichnet werden, codieren 
drei Proteine, die im Rahmen dieser Erfindung als Orfl, OrfA 
und OrfB bezeichnet werden. Diese Sequenzen sind m 
Neisserien verantwortlich fur die Expression eines Proteins, 
insbesondere des Proteins OrfA, das eine Funktion bei der 
Adhasion von Neisseria-Zellen an humane Zellen besitzt. Die 
Proteine Orfl und OrfB besitzen of fensichtlich Regulator- 
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funktion bzw. eine Funktion als Faktoren, die die Funktiona- 
litat von OrfA beeinflussen konnen. 

Dieses Nucleinsaure-Molekul stellt somit eine Region des 
Neisserien-Genoms dar, die Proteine mit Adhasin- Funktion von 
Neisserien codiert . 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung somit auch 
Nucleinsaure-Molekule, die ein Lipoprotein oder biologisch 
aktive Fragmente davon von Bakterien der Gattung Neisseria 
codieren, das die unter Seq ID No. 2 dargestellte Aminosau- 
resequenz auf weist . In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm be- 
trifft die Erfindung Nucleinsaure-Molekule, die ein Protein 
codieren, das die Aminosauresequenz von dem Aminosaurerest 
19 bis zu dem Aminosaurerest 320 der in Seq ID No. 2 darge- 
stellten Aminosauresequenz auf weist. Bevorzugt besitzen der- 
artige Nucleinsaure-Molekule die unter Seq ID No. 2 darge- 
stellt Nucleotidsequenz, insbesondere die Nucleotidsequenz 
von Nucleotid 189 bis Nucleotid 1095 der in Seq ID No. 2 
dargestellten Sequenz . 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Nucleinsaure-Mole- 
kule, die ein Lipoprotein aus Bakterien der Gattung 
Neisseria codieren und deren Nucleotidsequenz von der der 
vorgehend beschriebenen Nucleinsaure-Molekule aufgrund der 
Degeneration des genetischen Codes abweicht. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsaure-Mole- 
kule, die ein Lipoprotein von Bakterien der Gattung 
Neisseria codieren und die mit einem der vorgehend beschrie- 
benen Nucleinsaure-Molekule hybridisieren (fur die Defini- 
tion des Begriffs "Hybridisierung" s.o.). 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Fragmente, Derivate 
und allele Varianten der oben beschriebenen Nucleinsaure-Mo- 
lekule, die das oben genannte Lipoprotein codieren. Unter 
Fragmenten werden dabei Teile der Nucleinsaure-Molekule ver- 
standen, die lang genug sind, urn das beschriebene Protein zu 
codieren. Der Ausdruck Derivat bedeutet in diesem Zusammen- 
hang, daS die Nucleotidsequenzen dieser Molekule sich von 
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den Sequenzen der oben beschriebenen Nucleinsaure-Molekule 
an einer oder mehreren Positionen unterscheiden und einen 
hohen Grad an Homologie zu dieser Nucleotidsequenz aufwei- 
sen. Homologie bedeutet dabei eine Sequenzidentitat von min- 
destens 40 %, insbesondere eine Identitat von mindestens 60 
%, vorzugsweise uber 80 % und besonders bevorzugt uber 90 %. 
Die Abweichungen zu den oben beschriebenen Nucleinsaure-Mo- 
lekulen konnen dabei durch Deletion, Substitution, Insertion 
oder Rekombination entstanden sein. 

Homologie bedeutet ferner, daS funktionelle und/oder struk- 
turelle Aquivalenz zwischen den betreffenden Nucleinsaure- 
Molekulen oder den durch sie codierten Proteinen, besteht. 
Bei den Nucleinsaure-Molekulen, die homolog zu den oben be- 
schriebenen Nucleinsaure-Molekulen sind und Derivate dieser 
Nucleinsaure-Molekule darstellen, handelt es sich in der Re- 
gel urn Variationen dieser Molekiile, die Modif ikationen dar- 
stellen, die dieselbe biologische Funktion ausuben. Es kann 
sich dabei sowohl um naturlicherweise auf tretende Variatio- 
nen handeln, beispielsweise um Sequenzen aus anderen Orga- 
nismen, oder um Mutationen, wobei diese Mutationen auf na- 
turliche Weise aufgetreten sein konnen oder durch gezielte 
Mutagenese eingefuhrt wurden. Ferner kann es sich bei den 
Variationen um synthetisch hergestellte Sequenzen handeln. 
Bei den allelischen Varianten kann es sich sowohl um natur- 
lich auf tretende Varianten handeln, als auch um synthetisch 
hergestellte oder durch rekombinante DNA-Techniken erzeugte 
Varianten . 

Die von den verschiedenen Varianten der erf indungsgemaSen 
Nucleinsaure-Molekule codierten Proteine weisen bestimmte 
gemeinsame Charakteristika auf. Dazu konnen z.B. Enzymakti- 
vitat, Molekulargewicht , immunologische Reaktivitat, Konfor- 
mation etc. gehoren, sowie physikalische Eigenschaf ten wie 
z.B. das Laufverhalten in Gelelektrophoresen, chromatogra- 
phisches Verhalten, Sedimentationskoef f izienten, Loslich- 
keit, spektroskopische Eigenschaf ten, Stabilitat, pH-Opti- 
mum, Temperatur- Optimum etc. 
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Vorzugsweise weisen die von den erf indungsgema&en Nuclein- 
saure-Molekulen codierten Proteine eine Homologie von 80 %, 
besonders bevorzugt von uber 90 % zu der unter Seq ID No. 2 
dargestellten Nucleotidsequenz auf . 

Die vorstehend beschriebenen Nucleinsaure-Molekule codieren 
ein Lipoprotein aus Bakterien der Gattung Neisseria. Dieses 
Protein wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung als OrfA 
bezeichnet. Dieses Protein ist experimentellen Daten zufolge 
auf der Zelloberf lache von Neisserien lokalisiert, insbeson- 
dere auf der aufceren Membran. Das Protein weist vorzugsweise 
ein Molekulargewicht von ca. 36 kD auf, wenn es im T7-Ex- 
pressionssystem analysiert wird. Ferner besitzt dieses Pro- 
tein eine biologische Aktivitat, die die Adhasion von 
Neisseria- Zellen an humane Zellen vermittelt. Dies erfolgt 
insbesondere dadurch, daS dieses Protein mit dem als PilC 
bekannten Protein aus Neisseria einen Komplex bildet. Die 
Adhasion findet dabei bevorzugt auf humanen Epithelzellen 
statt . 

Ferner betrifft die Erfindung Vektoren, die die vorstehend 
beschriebenen Nucleinsaure-Molekule enthalten. Beispiele fur 
derartige Vektoren wurden bereits oben beschrieben. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form sind in derartigen Vek- 
toren die erf indungsgemaSen DNA-Molekule mit regulatorischen 
DNA-Elementen verknupft, die die Expression des Proteins in 
pro- oder eukaryontischen Zellen ermoglichen. Darunter wer- 
den im Rahmen dieser Erfindung beispielsweise Promotoren, 
Operatoren, Enhancer u.a. verstanden. 

Ferner betrifft die Erfindung Wirtszellen, die vorstehend 
beschriebene erf indungsgemafie Vektoren enthalten oder mit 
den vorstehend beschriebenen Nucleinsauremolekulen genetisch 
manipuliert sind. Genetisch manipuliert bedeutet dabei, daS 
in die Wirtszelle oder in eine Vorgangerzelle ein derartiges 
Molekul mittels (gen) technischer Methoden eingefuhrt wurde. 
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Als Wirtszellen kommen wiederum die oben beschriebenen in 
Frage . 

Ebenso betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung des 
beschriebenen Lipoproteins oder eines biologisch aktiven 
Fragmentes davon, bei dem die oben beschriebenen Wirtszellen 
unter Bedingungen kultiviert werden, die die Expression des 
Proteins erlauben, und das Protein aus den Zellen und/oder 
dem Kulturuberstand isoliert wird. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Proteine, die von einetn 
der vorstehend beschriebenen Nucleinsaure-Molekule codiert 
werden, sowie biologisch aktive Fragmente davon, sowie Pro- 
teine, die durch das vorangehend beschriebene Verfahren er- 
haltlich sind. Insbesondere betrifft die Erfindung auch Pro- 
teine, die mit den beschriebenen Proteinen immunologisch 
kreuzreagierende Aminosauresequenzen aufweisen. Der Begriff 
"Protein" umfaSt im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch 
naturlich vorkommende Varianten oder Modif ikationen oder 
Fragmente, bzw. synthetisch hergestellte Modif ikationen, Va- 
rianten oder Fragmente mit entsprechender biologischer Akti- 
vitat. Abgeleitete oder rekombinante Proteine mussen nicht 
notwendigerweise auf biologischem Weg von der Nucleotidse- 
quenz ubersetzt werden. Sie konnen auf beliebige Art herge- 
stellt werden, einschlieSlich chemischer Synthese, in vitro 
Synthese mittels eines Expressionssystems oder durch Isolie- 
rung aus Organismen. Erf indungsgema&e Proteine konnen auch 
eine oder mehrere Aminosaureanaloge oder nicht naturlich 
vorkommende Aminosauren enthalten. Ebenso konnen Modif ika- 
tionen (z.B. Glykosylierung, u.a.m.) oder Markierung (z.B. 
Biotinylierung, u.a.m.) nach wissenschaf tlichem Kenntnis- 
stand enthalten sein. 

Die Fragmente haben vorzugsweise eine Mindestlange von 3 bis 
5 Aminosauren, besonders bevorzugt von 8 bis 10 Aminosauren 
und insbesondere von 11 bis 15 Aminosauren. Das vorstehende 
trifft auch auf die weiter unten beschriebenen erf indungsge- 
mafien Proteine zu. 
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Das erf indungsgemaSe Lipoprotein OrfA laSt sich beispiels- 
weise durch ein Verfahren reinigen, das auf der Wechselwir- 
kung dieses Proteins mit dem PilC- Protein aus Neisseria 
gonorrhoeae beruht . Die Reinigung erfolgt dabei vorzugsweise 
aus Homogenaten von Zellen, die dieses Protein exprimieren , 
mittels Chromatographie-Matrizes, die immobilisiertes PilC- 
Protein enthalten. Das Protein lafit sich dann unter Ausnut- 
zung der Affinitat zu PilC selektiv eluieren und in wesent- 
lich reiner Form darstellen. 

Die erf indungsgemafien Proteine oder Fragmente davon konnen 
als Immunogene zur Herstellung von Antikdrpern verwendet 
werden. Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch Anti- 
korper, die gegen ein erf indungsgemaSe s Protein oder ein 
Fragment davon gerichtet sind. Die Antikorper konnen sowohl 
polyclonal als auch monoclonal sein. Verfahren zur Herstel- 
lung derartiger Antikorper sind dem Fachmann gelaufig. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form sind derartige Antikor- 
per gegen Epitope des erf indungsgemaSen Proteins oder Frag- 
mente davon gerichtet, die fur die Adharenz und fur die 
Interaktion mit PilC wesentlich sind. 

Die Erzeugung der erf indungsgemafcen Antikorper kann bei- 
spielsweise auch dadurch erfolgen, daS die oben beschriebe- 
nen erf indungsgemafien Nucleinsauresequenzen durch in vivo 
Transfektion in Wirte eingebracht werden. Dadurch kommt es 
in dem Wirt zur Expression des Proteins oder eines Fragmen- 
tes davon und zur Induktion von dagegen gerichteten Antikor- 
pern (Nucleinsaure-Vakzinierung) . Dies gilt auch fur die 
weiter unten beschriebenen Antikorper. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Nucleinsaure-Mole- 
kule, die mindestens 12 Nucleotide lang sind und die spezi- 
fisch mit einem vorangehend beschriebenen Nucleinsaure-Mole- 
kul hybridisieren. Vorzugsweise weisen derartige Nuclein- 
saure-Molekule eine Mindestlange von 15 Nucleotide^ beson- 
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ders bevorzugt von 20 Nucleotiden auf . Solche Molekule eig- 
nen sich beispielsweise als Primer fur in vitro Amplifica- 
tion, z.B. mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) , oder zur 
Diagnose, d.h. zum spezifischen Nachweis der erf indungsge- 
maSen Nucleinsaure-Molekule in Proben. 

Ferner betrifft die Erfindung Arzneimittel , die ein vorste- 
hend beschriebenes erf indungsgemaSes Nucleinsaure-Molekul , 
Protein, ein biologisch aktives Fragment davon und/oder 
einen oben beschriebenen erf indungsgemaSen Antikorper ent- 
halten. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnen derar- 
tige Arzneimittel gegebenenf alls die ublichen pharmazeuti- 
schen Hilfs-, Verdunnungs- , Zusatz- und/oder Tragerstoffe 
enthalten. Ebenso betrifft die Erfindung Impfstoffe, die 
vorstehend beschriebene Nucleinsaure-Molekule , Proteine , 
biologisch aktive Fragmente davon und/oder Antikorper ent- 
halten. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
diagnostische Zusammensetzungen, die die vorstehend be- 
schriebenen erf indungsgemaSen Nucleinsaure-Molekule, Pro- 
teine, biologisch aktive Fragmente davon und/oder Antikorper 
enthalten. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Re- 
zeptoren und Stoffe mit Rezeptorfunktion, die als Liganden 
mit dem erf indungsgemaSen Adhasin, dem Orf A-PilC-Komplex 
interagieren . Solche Stoffe sind aufgrund ihrer Wechselwir- 
kung mit dem Orf A-PilC-Komplex als kompetitive Hemmstoffe 
der Adharenzfunktion identif izierbar . Dabei kann es sich urn 
Oberf lachenkomponenten von humanen Zellen, in einer beson- 
ders bevorzugten Form urn Oberf lachenkomponenten von humanen 
Epithelzellen oder urn chemische Substanzen beliebiger Her- 
kunft handeln. 

SchlieSlich betrifft die Erfindung Inhibitoren, welche die 
Wechselwirkung zwischen dem Orf A-PilC-Adhasin-Komplex und 
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seinen Rezeptoren beeinf lussen . Darin enthalten sind alle 
erf indungsgemaSen Substanzen, welche die Interaktion zwi- 
schen dem OrfA-PilC Adhasin und seinem zellularen Rezeptor 
beeinf lussen und damit die Adharenz storen. In einer beson- 
ders bevorzugten Form sind darin irreversibel an den Adha- 
sin-Komplex bindende Stoffe wie etwa Rezeptoranaloge enthal- 
ten . 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung pharmazeuti- 
sche Zusammensetzungen, die als Wirkstoff 

(a) einen erf indungsgemaSen Rezeptor ,- 

(b) ein erf indungsgemaSes Rezeptoranalog; und/oder 

(c) einen erf indungsgemaSen Inhibitor 

enthalten, gegebenenf alls zusammen mit den ublichen pharma- 
zeutischen Hilfs-, Verdunnungs- , Zusatz- und Tragerstof f en . 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung beschriebenen phar- 
mazeutischen Zusammensetzungen konnen einerseits zur Identi- 
fizierung und Charakterisierung einer nicht bekannten Bakte- 
rienprobe als pathogene Neisseria spc, andererseits auch 
zur Diagnostik einer Neisseria Infektion verwendet werden. 
Auf Polynucleotidebene erfolgt die Verwendung vorzugsweise 
uber Hybridisierungssonden, welche erf indungsgemaSe Nucleo- 
tidsequenzen umfassen, die fur einen der orf -Genbereiche 
spezifisch sind, oder durch die Verwendung erf indungsgemaSer 
Nucleotidsequenzen aus einem der orf -Genbereiche als Primer 
fur die PCR-Amplif ikation des nachzuweisenden, fur pathogene 
Neisserien spezifischen genomischen DNA Abschnitts. 
Auf Polypeptidebene erfolgt die Diagnostik vorzugsweise mit 
Hilfe der erf indungsgemaSen Antikorper, bzw. bei Antikorper- 
suchtests mit Hilfe der erf indungsgemaSen immunogenen Pro- 
teine oder Fragmenten davon. 

Rezeptoren, rezeptoranaloge Substanzen und Inhibitoren der 
Wechselwirkung zwischen erf indungsgemaSem Orf A und zugehori- 
gen Rezeptoren der Wirtszellen konnen Anwendung finden als 
Therapeutikum bei bestehender Infektion im Fruhstadium, oder 
bei Verdacht auf Infektion. Durch nachhaltige Hemmung der 
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Adharenz kann die Anheftung der Erreger an Wirtsepithelien 
verhindert werden, so dafi vermittels der ublichen Abwehrme- 
chanismen wie Flimmerbewegung der Epithelien, Mucusabsonde- 
rung, Massenstromungen von Korperf lussigkeiten u.a.m. die 
Erreger eliminiert werden. 

SchlieSlich konnen die erf indungsgemaSen pharmazeutischen 
Zubereitungen auch zur Prevention oder Bekampfung von 
Neisseria Infektionen verwendet werden. Vorzugsweise werden 
fur preventive Anwendungen die erf indungsgemaSen Proteine 
oder Teile davon zur Herstellung eines Impfstoffs fur aktive 
Immunisierung, oder erf indungsgemaSe Antikorper zur Herstel- 
lung eines als Therapeutikum einsetzbaren passiven Impf- 
stoffs verwendet. Die vorstehend erlauterten Verwendungsmog- 
lichkeiten treffen auch auf die weiter unten beschriebenen 
Arzneimittel und diagnostischen Zusammensetzungen zu. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Nucleinsaure-Mo- 
lekule, die ein Protein oder ein biologisch aktives Fragment 
davon aus Bakterien der Gattung Neisseria codieren, wobei 
dieses die unter Seq ID No. 3 dargestellte Aminosauresequenz 
hat. Derartige Nucleinsaure-Molekule haben vorzugsweise die 
unter Seq ID No. 3 dargestellte Nucleotidsequenz, insbeson- 
dere die der angegebenen codierenden Region. Ebenso betrifft 
die Erfindung Nucleinsaure-Molekule, deren Sequenz von den 
Sequenzen der obengenannten Molekule aufgrund der Degenera- 
tion des genetischen Codes abweicht. Ferner sind auch Gegen- 
stand der Erfindung Nucleinsaure-Molekule, die mit den vor- 
stehend genannten Nucleinsaure-Molekulen hybridisieren (fur 
die Definition des Begriffs "Hybridisierung" siehe oben) . 
Fur die moglichen Variationen der Nucleinsaure-Molekule 
gilt, was bereits im Zusammenhang mit den fur OrfA codieren- 
den Nucleinsaure-Molekulen ausgefuhrt wurde. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Vektoren, die die beschrie- 
benen Nucleinsaure-Molekule enthalten, insbesondere solche, 
in denen sie mit regulatorischen DNA-Elementen zur Expres- 
sion in pro- oder eukaryontischen Zellen verknupft sind, so- 
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wie Wirtszellen, die derartige Vektoren enthalten oder die 
mit den beschriebenen Nucleinsaure-Molekulen genet isch mani- 
puliert sind. 

Ebenso betrifft die Erfindung Proteine, die von den vorste- 
hend beschriebenen Nucleinsaure-Molekulen codiert werden und 
Proteine, die Aminosauresequenzen enthalten, die mit der in 
Seq ID No. 3 dargestellten Aminosauresequenz oder Teilen da- 
von immunologisch kreuzreagieren. Diese werden itn Rahmen der 
vorliegenden Erfindung als Orf I -Proteine bezeichnet. Das 
Protein aus Neisseria gonorrhoeae, das die unter Seq ID No. 
3 dargestellte Aminosauresequenz aufweist, zeigt im T7-Ex- 
pressionssystem ein apparentes Molekulargewicht von ca. 18 
kD. Eine Homologie zu bisher bekannten Proteinen konnte 
nicht nachgewiesen werden. Experimentelle Daten deuten dar- 
auf hin, daS das Protein intrazellular lokalisiert ist und 
eventuell eine Regulatorfunktion besitzt. 

Hergestellt werden kann dieses Protein durch ein Verfahren, 
bei dem eine vorstehend beschriebene Wirtszelle unter Bedin- 
gungen kultiviert wird, die die Expression des Proteins er- 
lauben, und das Protein aus den Zellen und/oder dem Kultur- 
uberstand gewonnen wird. Somit betrifft die Erfindung auch 
Proteine, die durch ein solches Verfahren erhaltlich sind. 

Die Erfindung betrifft ebenso Antikorper gegen ein vorste- 
hend beschriebenes Protein oder Fragment davon, sowie 
Nucleinsaure-Molekule, die eine Lange von mindestens 12 
Nucleotiden aufweisen und die spezifisch mit einem vorange- 
hend beschriebenen Nucleinsaure-Molekul hybridisieren. Vor- 
zugsweise sind solche Molekule langer als 15 Nucleotide und 
besonders bevorzugt langer als 20 Nucleotide. 

Die Erfindung betrifft ferner Arzneimittel, die ein vorste- 
hend beschriebenes Nucleinsaure-Molekul, Protein, biologisch 
aktives Fragment davon und/oder Antikorper enthalten und ge- 
gebenenfalls pharmazeutisch vertragliche Tragerstof f e . 
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Gegenstand der Erfindung sind auch diagnostische Zusammen- 
setzungen, die vorstehend beschriebene Nucleinsaure-Mole- 
kule, Proteine, biologisch aktive Fragmente davon und/oder 
Antikorper enthalten 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Nucleinsaure-Mo- 
lekule, die ein Protein oder ein biologisch aktives Fragment 
davon aus Bakterien der Gattung Neisseria codieren, wobei 
dieses die unter Seq ID No. 4 dargestellte Aminosauresequenz 
hat. Derartige Nucleinsaure-Molekule haben vorzugsweise die 
unter Seq ID No. 4 dargestellte Nucleotidsequenz, insbeson- 
dere die der angegebenen codierenden Region. Ebenso betrifft 
die Erfindung Nucleinsaure-Molekule, deren Sequenz von der 
Nucleotidsequenz der obengenannten Molekule aufgrund der De- 
generation des genetischen Codes abweicht. Ferner sind auch 
Gegenstand der Erfindung Nucleinsaure-Molekule, die mit den 
vorstehend genannten Nucleinsaure-Molekulen hybridisieren 
(fur die Definition des Begriffs "Hybridisierung" siehe 
oben) . Fur die moglichen Variationen der Nucleinsaure-Mole- 
kule gilt dasselbe, was bereits im Zusammenhang mit den fur 
OrfA codierenden Nucleinsaure-Molekulen ausgefuhrt wurde. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm codieren die vorstehend 
beschriebenen Nucleinsaure-Molekule ein Protein, das in der 
Lage ist, mit dem Protein Pile einen Komplex zu bilden und 
dadurch die Fahigkeit zur Adharenz an humane Zellen zeigt . 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Vektoren, die die beschrie- 
benen Nucleinsaure-Molekule enthalten, insbesondere solche, 
in denen sie mit regulatorischen DNA-Elementen zur Expres- 
sion in pro- oder eukaryontischen Zellen verkniipft sind, so- 
wie Wirtszellen die derartige Vektoren enthalten oder die 
mit den vorangehend beschriebenen Nucleinsaure-Molekulen ge- 
netisch manipuliert sind. 
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Ebenso betrifft die Erfindung Proteine, die von den vorste- 
hend beschriebenen Nucleinsaure-Molekulen codiert werden und 
Proteine, die Aminosauresequenzen enthalten, die mit der in 
Seq ID No. 4 dargestellten Aminosauresequenz oder Teilen da- 
von immunologisch kreuzreagieren . Diese werden im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung als OrfB bezeichnet. Das Protein aus 
Neisseria gonorrhoeae, das die unter Seq ID No. 4 darge- 
stellte Aminosauresequenz aufweist, zeigt im T7- Expressions - 
system ein apparentes Molekulargewicht von ca. 57 kD. Eine 
Homologie zu bisher bekannten Proteinen konnte nicht nachge- 
wiesen werden. Experimentelle Daten deuten darauf hin, da£ 
das Protein wie OrfA ebenfalls an der Zelloberf lache lokali- 
siert ist und von aufien zuganglich ist . Ferner besitzt es 
of f ensichtlich auch die Fahigkeit, mit dem Protein PilC 
einen Komplex zu bilden und alleine oder in Kombination mit 
OrfA die Adhasion an humane Zellen zu vermitteln. 

Hergestellt werden kann dieses Protein durch ein Verfahren, 
bei dem eine vorstehend beschriebene Wirtszelle unter Bedin- 
gungen kultiviert wird, die die Expression des Proteins er- 
lauben, und das Protein aus den Zellen und/oder dem Kultur- 
uberstand gewonnen wird. Somit betrifft die Erfindung auch 
Proteine, die durch ein derartiges Verfahren erhaltlich 
sind. 

Die Erfindung betrifft ebenso Antikorper gegen ein vorste- 
hend beschriebenes Protein oder Fragment davon, sowie 
Nucleinsaure-Molekule, die eine Lange von mindestens 12 
Nucleotiden aufweisen und die spezifisch mit einem vorange- 
hend beschriebenen Nucleinsaure-Molekul hybridisieren. Vor- 
zugsweise sind solche Molekule langer als 15 Nucleotide und 
besonders bevorzugt langer als 20 Nucleotide. 

Ferner betrifft die Erfindung Arzneimittel, die ein vorste- 
hend beschriebenes Nucleinsaure-Molekul , Protein, biologisch 
aktives Fragment davon und/oder Antikorper enthalten und ge- 
gebenenfalls pharmazeutisch vertragliche Tragerstof f e . 
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Gegenstand der Erfindung sind auch diagnostische Zusammen- 
setzungen, die vorstehend beschriebene Nucleinsaure-Mole- 
kule, Proteine, Fragmente davon und/oder Antikorper enthal- 
ten 

Erlauterungen zu den Figuren und Sequenzprotokollen: 

Figur 1 zeigt schematisch den Aufbau des Plasmids pES25. 

Figur 2 zeigt die Nucleotidsequenz (SEQ ID No. 1) des 

orf Genbereichs, beginnend mit Position 1 an 
der modif izierten Bgll -Schnittstelle und endend 
mit Position 3260, des letzten Nucleotids der 
Hindlll-Schnittstelle. Restriktionsschnittstel- 
len, Ribosomenbindestellen ( Shine -Dalgarno-Se- 
quenzen) und Promotor-Sequenzen (-35- und 
-10-Regionen) sind gekennzeichnet . 
SEQ ID No. 1 zeigt ferner die Aminosauresequen- 
zen der vom orf- Genbereich codierten Proteine 
Orf I, Orf A und OrfB. Die Aminosauren der Lipo- 
protein- Signalsequenz von OrfA sind kursiv ge- 
schrieben, die Schnittstelle der Lipoprotein- 
Signalpeptidase II ist mit einer Pfeilspitze 
gekennzeichnet. Die Aminosaure Cystein, die den 
Aminoterminus des prozessierten OrfA Lipopro- 
teins darstellt und zu Glyzerylcystein und mit 
Fettsaure modif iziert wird, ist eingekreist. 
Die ersten sieben Aminosauren von OrfB, die 
Ahnlichkeit mit einer TypIV-Pilin- Signalsequenz 
aufweisen, sind f ettgedruckt . Die Markierungen 
zwischen Aminosauren 7 und 8, bzw. 11 und 12 
kennzeichnen potentielle Schnittstellen analog 
zur Prozessierung des TypIV-Pilins . 



Seq ID No. 2 zeigt die Nucleotidsequenz des Genbereichs, der 
OrfA codiert, sowie flankierende Sequenzen. Die 
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Aminosauresequenz von OrfA ist ebenfalls ange- 
geben . 

Seq ID No. 3 zeigt die Nucleotidsequenz des Genbereichs, der 
Orfl codiert, sowie flankierende Sequenzen. Die 
Aminosauresequenz von Orfl ist ebenfalls ange- 
geben . 

Seq ID No. 4 zeigt die Nucleotidsequenz des Genbereichs, der 
OrfB codiert, sowie flankierende Sequenzen. Die 
Aminosauresequenz von OrfB ist ebenfalls ange- 
geben . 

Die Beispiele erlautern die Erf indung . 

Beispiele 
Beispiel 1 

Methode zur Isolierung des Lipoprotein-Adhasins OrfA: 

Fur die Identif izierung des erf indungsgema&en neuen Adhasins 
von Neisseria gonorrhoeae erwies sich eine Beobachtung bei 
der chromatographischen Reinigung des PilC Proteins als ent- 
scheidend. Hierbei wurde rekombinantes PilC Protein verwen- 
det, das zur Erleichterung der chromatographischen Auf reini- 
gung durch einen Oligo-Histidin Bereich mit sechs Histidin- 
resten (His 6 -tag) erweitert wurde (Rudel et al.. Nature 357- 
359, 1995) . Die Erweiterung des Proteins um das Histidinhe- 
xapeptid ermoglicht die selektive Bindung an eine Nickel - 
Nitrilotriacetat-Agarosematrix (Ni-NTA-Matrix) . Nach Extrak- 
tion der Zellwandf raktion, hergestellt aus Kulturen eines 
piluslosen PilC-Uberproduzentenstamms N560 (Rudel et al-, 
s.o.) von Neisseria gonorrhoeae, wurde folglich das Extrakt 
auf eine Ni-NTA-Chromatographie Matrix aufgetragen. Ubli- 
cherweise wurde bei dem zur Reinigung von rekombinantem PilC 
entwickelten Verfahren unspezifisch gebundenes Material 
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durch ausgiebiges Waschen mit einem imidazolhaltigen Puffer 
entfernt. Es konnte jedoch in der ersten Elutionsf raktion 
zusammen mit PilC ein 36 kD Protein (OrfA) in etwa aquimo- 
larem Verhaltnis nachgewiesen werden. 

Zur Preparation der PilC-OrfA Proteinf raktion wurde der 
Stamm N560 von Neisseria gonorrhoeae auf 3 0 GC-Agar-Platten 
ausgestrichen und 20 h bei 37°C in 5% C0 2 inkubiert . Das GC- 
Agar-Medium (GC Agar Base, Becton Dickinson, Heidelberg) 
enthielt die ublichen fur das Wachstum von Neisseria 
gonorrhoeae erf orderlichen Zusatzf aktoren (0,1 mg Vitamin 
B12, 10 mg Adenin, 0,3 mg Guanin, 100 mg Glutamin, 1 mg 
Cocarboxy lase , 0,3 mg Thiamin, 259 mg L-Cystein, 11 mg Li- 
Cyst in, 1,5 mg Arginin, 5 mg Uracil, 0,2 mg Fe(N0 3 ) 3 , 2,5 
mg Diphosphopyridinnucleotid, 0,13 mg p-Aminobenzoesaure und 
1 g Dextrose pro 1 Liter Medium) , die als Sterilf iltrat dem 
GC Basismedium nach dessen Hitzesterilisation zugesetzt wur- 
den. AuSerdem enthielt das so komplettierte GC-Agar-Medium 5 
/xg/ml Tetracyclin, und 100 fiM IPTG. Die Bakterienrasen wur- 
den mit Wattetupfern abgenommen, in 3 0 ml Waschpuffer (Tris- 
HC1 pH 8,0 mit 0,15 M NaCl) transferiert und bei 4.000 UpM, 
4°C fur 15 min zentrifugiert (Du Pont Sorvall Zentrifuge RC- 
5B, Rotor SS-34) . Das Zellsediment wurde erneut in 30 ml 
Waschpuffer resuspendiert und die Bakterien nach Zugabe von 
Lysozym und 5 mM EDTA'Na 2 durch Ultraschall-Homogenisation 
aufgeschlossen. Intakte Bakterien wurden durch Zentrifuga- 
tion bei 5.000 UpM, 4°C fur 15 min abgetrennt. Die Zellhul- 
len der lysierten Bakterien wurden durch Zentrifugation des 
Uberstands bei 20.000 UpM, 4°C fur 60 min sedimentiert und 
anschlieSend in 10 ml Waschpuffer aufgenommen, der zusatz- 
lich 10% Glyzerin, 10 mM MgCl 2 und 2% Triton X-100 enthielt. 
Nach 45 min Inkubation bei 37°C wurde erneut zentrifugiert 
(20.000 UpM, 4°C fur 60 min) und das Membransediment in 10 
ml Waschpuffer mit 10 % Glyzerin, 10 mM MgCl 2 , und 2% LDAO 
(N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid) suspendiert und bei 37°C 
fur 60 min inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (20.000 
UpM, 4°C fur 60 min) wurde der Uberstand, der den biologisch 
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aktiven PilC-OrfA Koraplex enthielt zur weiteren Reinigung 
einer Nickel -Chelat-Af f initatschromatographie unterzogen. 
Hierfiir wurde Ni-NTA-Gelmatrix (300 ml Bettvolumen) mit 5 
Bettvolumina Aqua bidest . gewaschen und danach 10 ml des 
Uberstandes aufgetragen. Unspezifisch gebundene Proteine 
wurden durch Elution mit 5 Saulenvolumina 50 mM Imidazol in 
PBS Puffer pH 8,0 enf ernt . Nach erneutem Waschen der Saule 
mit 5 bis 10 Bettvolumina 20 mM Natriumphosphatpuf f er pH 7,5 
mit 0,15 M NaCl (PBS Puffer) wurde der biologisch aktive 
PilC-OrfA Komplex mit Citrat/Phosphat-Puf f er (10 mM Citro- 
nensaure, 1 M Natriumphosphat, pH 3,5, 10% Glyzerin, 0.15 M 
NaCl) in der ersten Elutionsf raktion eluiert und sofort mit 
einer 1 M Na 2 HP0 4 -L6sung neutralisiert . Das Eluat, das PilC 
und OrfA enthielt wurde in flussigem Stickstoff eingefroren 
und bei -70°C gelagert . 

Beispiel 2 

Isolierung der Polynucleotidsequenz, die den orf- Genbereich 

tragt 

Um das 36 kD OrfA Protein naher zu charakterisieren wurden 
Mause mit der PilC-36 kD Proteinf raktion immunisiert. Das 
36 kD Protein erwies sich dabei als sehr immunogen. Mit 
Hilfe der so gewonnenen Antikorper wurde eine pBA Plasmid- 
Genbank des Neisseria gonorrhoeae MS11 Genoms in E. coli GC1 
auf Antigen-Prasenz gescreent. Mehrere Clone mit positiver 
Reaktion wurden isoliert und Clon H1967 zur weiteren Charak- 
terisierung ausgewahlt. 

Das Genbankplasmid pES25 (Figur 1) von Clon H1967 enthielt 
ein genomisches Fragment von etwa 11 kb, cloniert im Vektor 
pBA. Restriktionsfragmente des Gesamtbereichs wurden subclo- 
niert in pUC- bzw. pBluescript KS ( + ) -Vektoren. Mit Hilfe 
von Expression der abgeleiteten Plasmide in Minizellen und 
Immunoblot Analysen wurden Subclone ausgewahlt, die das 36 
kD Protein produzierten. 
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Diese wurden fur die Sequenzierung herangezogen . Die Se- 
quenzbestimmung erfolgte durch direkte Sequenzierung von Re- 
striktionsf ragmenten, durch Sequenzierung von kontinuierlich 
verkurzten Exol I I -Nucleasef ragmenten des Bgll-PstI Fragments 
(Pos. 1 bis 2560 von Seq ID No. 1), sowie durch Sequenzie- 
rung von PCR amplif izierten Fragmenten. 

Die in SEQ ID No.l dargestellte Region von der Bgll-Schnitt- 
stelle (Pos. 1) bis zur Hindlll-Schnittstelle (Pos. 3260) 
wies drei offene Leseraster mit hoher Codierungswahrschein- 
lichkeit auf, wobei jedes Leseraster mit dem Startcodon ATG 
beginnt, in passendem Abstand eine dem Startcodon vorherge- 
hende Ribosomenbindestelle aufweist (S .D. -Sequenz) und mit 
einem Stopcodon endet . 

Die drei Leserahmen weisen dieselbe Orientierung auf . Der 
erste offene Leserahmen beginnt bei Position 136 der in SEQ 
ID No. 1 darges tell ten Sequenz und endet bei Position 4 50 
mit dem Stopcodon TAA. Das codierte Protein wurde Orfl ge- 
nannt und zeigt im T7-Expressionssystem ein apparentes Mole- 
kulargewicht von 18 kD. Durch Sequenzvergleich konnten in 
der EMBL Genbank (Release 43.0 aus 6/95) und in der 
SwissProt Datenbank (Release 31.0 aus 3/95) weder auf 
Nucleotidsequenzebene , noch auf Aminosaurensequenzebene 
signifikante Homologe identif iziert werden. 

Der zweite offene Leserahmen beginnt bei Position 583 und 
endet bei Position 1545 mit dem Stopcodon TGA. Er codiert 
fur das OrfA Protein, das im T7-Expressionssystem ein appa- 
rentes Molekulargewicht von 36 kD zeigt. Auch zu dieser Se- 
quenz konnte mittels Datenbanksuche keine signif ikanten Ho- 
mologe aufgefunden werden. Die Sequenzanalyse mittels des 
Protein Analyse -Programms "Motifs" (GCG Genetics Computer 
Group, Inc., Madison, Wisconsin, U.S.A.) ergab jedoch eine 
vollstandige Homologie des N-Terminus von OrfA mit Lipopro- 
tein-spezif ischen Signalsequenzen (Pos. 583 bis 636) . Die 
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CharaJcterisierung von OrfA als Lipoprotein konnte auf expe- 
rimentellem Weg bestatigt werden (Vide infra) . 

Der dritte offene Leserahmen beginnt bei Position 1585 und 
endet bei Position 3114 mit dem Stopcodon TGA. Das hierdurch 
codierte Protein, OrfB, weist im T7- Express ionssys tern ein 
apparentes Molekulargewicht von 57 kD. Auch zu diesem Le- 
serahmen konnten durch Datenbanksuche kein Homolog identifi- 
ziert werden. 

An strukturellen Besonderheiten weist der Arainoterminus der 
OrfB-Sequenz eine Signalsequenz auf, die Ahnlichkeiten zur 
Typ IV-Prapilin-Signalsequenz zeigt. An Positionen 8 und 12 
der Aminosaurensequenz befindet sich Phenylalanin, so daE 
zudem zwei potentielle Schnittstellen fur die Typ IV-Pilin 
Signalpeptidase existieren. Es lafit sich hieraus ableiten, 
dafi es sich bei OrfB vermutlich urn ein sekretiertes Protein 
handelt . 

Die im T7-Expressionssystem ermittelten Molekulargewichte 
aller drei Genprodukte stimmen mit den theoretischen aus der 
Sequenz errechneten Werten uberein. Die gelelelektrophoreti- 
sche Trennung der Expressionsprodukte zeigte, daS die OrfB- 
Bande in alien Fallen deutlich schwacher ausgepragt war, als 
die OrfA-Bande. Dies weist auf eine schwachere Expression 
von OrfB hin. 

Zwei Bereiche mit Sequenzhomologie zu Promotorbereichen war- 
den identif iziert . Der eine liegt vor dem orfl Gen, der 
zweite vor dem orfA Gen, jeweils in passendem Abstand (SEQ 
ID No. 1). Es ist somit anzunehmen, daS orfA und orfB eine 
Transkriptionseinheit bilden. 

Die Analyse des Neisseria gonorrhoeae MS11 Genoms nach Clal 
und Mlul Verdau zeigte in Southern Hybrid! sierung mit Plas- 
mid pES-8 als Probe ein komplexes Bandenmuster . Dies weist 
auf die Existenz mehrerer Kopien des orf -Genbereichs , ver- 
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mutlich drei Kopien, im Genom von Neisseria gonorrhoeae MS11 
hin. Ob alle diese Loci exprimiert sind, ob sie antigener 
Variation unterliegen wie beispielsweise die Neisseria-Gene 
pilS und opa, und ob die f lankierenden Regionen des orf-Gen- 
bereichs an den Sequenzwiederholungen beteiligt sind, ist 
gegenwartig nicht bekannt . 



Beispiel 3 



Charakterisierung der Lokalisierung von OrfA und OrfB an der 

Zelloberf lache 

Urn die aus der perfekten Strukturhomologie des Aminoterminus 
von orfA mit Lipoproteinsignalsequenzen ableitbare Lipopro- 
teinnatur von OrfA experimentell zu beweisen, wurden sowohl 
N. gonorrhoeae, als auch mit dem orf -Genbereich transfor- 
mierte E . coli Rekombinanten mit [ 3 H] Palmitat markiert. Die 
Ergebnisse der Markierung zeigen, daS in alien Fallen, 
sowohl bei N. gonorrhoeae, als auch bei den E. coli Rekom- 
binanten Lipoproteine im entsprechenden Molekulargewichtsbe- 
reich identifiziert wurden. Wahrend bei N. gonorrhoeae meh- 
rere Proteine markiert wurden und eine prazise Zuordnung der 
markierten Banden wegen der Nichtverf ugbarkeit einer or£A _ - 
Mutante nicht durchfuhrbar war, zeigen die orfA -Rekombinan- 
ten von E. coli im Vergleich zum Kontrollstamm ganz eindeu- 
tig nur eine einzige zusatzlich Bande mit dem Molekularge- 
wicht von OrfA. Ein zusatzlich getestetes Orf A-Fusionspro- 
tein, das am Carboxyterminus durch eine Fusion urn 3 kD ver- 
groSert wurde, wies ebenfalls eine [ 3 H] Palmitat -Markierung 
auf und migrierte an eine Position, die exakt dem erwarteten 
fusionsbedingt hoheren Molekulargewicht entsprach. 

Bei Behandlung praparierter Zellhullen mit Detergentien 
zeigte OrfA eine Loslichkeit, wie sie fur Proteine der auSe- 
ren Membran typisch ist. Durch Auftrennung der Zellhulle 
mittels Dichtegradienten-Zentrifugation konnte die Lokali- 
sierung von OrfA in der auBeren Membran von N. gonorrhoeae 
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anhand von Leitproteinen bestatigt werden. Auch bei den orf- 
Rekombinanten von E . coli wurde OrfA mittels der genannten 
Technik als Proteinkomponente der auSeren Membran nachgewie- 



sen. 



Die Zuganglichkeit an der Zelloberf lache wurde mittels 
Immunfluoreszenz-Test sowohl fur OrfA, als auch OrfB ge- 
zeigt. Eine pile Def ektmutante von Neisseria gonorrhoeae, 
deren beide pile Gene ausgeschaltet sind. wird durch das 
PilC-OrfA Antiserum ebenso markiert. wie rekombinante E. 
coli Statnme. die den orf-Genbereich tragen. Der nichttrans- 
formierte Kontrollstamm verhielt sich, wie zu erwarten, 
negativ. Eine positive Reaktion im immunf luoreszenztest von 
N gonorrhoeae und orf -rekombinanten E. coli Stammen lieS 
sich ebenfalls mit OrfA- und OrfB- spezifischen Antiseren 
erzeugen, wobei zur Herstellung dieser Antiseren gereimgte 
Fusionsproteine von entweder OrfA oder OrfB verwendet wur- 
den. Wurde dagegen Antiserum verwendet, das gegen ein Orf I 
Fusionsprotein gerichtet war. so verlief der 
immunfluoreszenztest mit N. gonorrhoeae negativ. Daraus laSt 
sich ableiten, da£ OrfA und OrfB an der Zelloberf lache loka- 
lisiert und von auSen zuganglich sind, wahrend fur Orf I erne 
intrazellulare localisation wahrscheinlich ist. 

Die Oberf lachenlokalisierung von OrfA und OrfB liefi sich nur 
in rekombinanten E. coli Stammen nachweisen, die den ge- 
samten orf-Bereich trugen. 

Bei spiel 4 

Adnasin-Eigensehaft des Orf A-PilC Komplexes 

Wie oben erwahnt lieS sich OrfA durch seine Affinitat zu 
PilC uber Chromatographie an einer Ni-NTA-Chelat-Matrix m 
reiner Form darstellen. Da fur Pile die Funktion als 
pilusassoziiertes Adhasin nachgewiesen und ebenfalls die di- 
rekte Bindung von PilC an humane ME-180 Zellen bekannt war. 
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lag es nahe, die Adharenzeigenschaf t des PilC-Orf A-Komplexes 
zu untersuchen. Die Experimente hierzu wurden mit dem E. 
coli Stamm HB101 (E141) durchgef uhrt , weil dieser keine Man- 
nose-spezifischen TypI Pili besitzt und so gut wie keine 
Bindung an humane ME-180 und Chang Epithelzellen zeigt. Nach 
Transformation von HB101 mit dem Plasmid pES25, konnte weder 
eine Adharenz an ME-180 noch an Chang-Zellen vermittelt wer- 
den. Wurden dieselben Rekombinanten jedoch mit gereinigtem 
PilC Protein vorinkubiert , so konnte eine starke Adharenz an 
Chang Epithelzellen, nicht aber an ME-180 Zellen induziert 
werden (Tabelle I) . 

Tabelle I 

OrfA-abhangige Modulation der PilC-vermittelten Adhasinfunktion 

Adharenz an humane Epithelzellen 
ME180 -Zellen Chang-Zellen 

N. gonorrhoeae, Orf+ PilC+, Pili+ 
N. gonorrhoeae, Orf+, PilC+, Pili 
E. coli (E141) 

E. coli (E141) + PilC (extern) 
E. coli (H2561) 

E. coli (H2561) + PilC (extern) 
E. coli (H2560) 

E. coli (H2560) + PilC (extern) 

Es wurden jeweils drei unabhangige Experimente ausgewertet, 
wobei die Adharenz der Neisserien, von jeweils 500 Zellen 
abgeschatzt und die Adharenz der E. coli-Stamme pro Epithel- 
zelle gezahlt wurde. 

+++ 100 %, ++ 50 %, + 25 % Adharenz. 

E. coli E141 = E. coli Stamm HB101 ohne Plasmid; E. coli 
H2561 = E. coli Stamm HB101 mit Plasmid pBA; E. coli H2560 = 
E. coli Stamm HB101 mit Plasmid pES25 

Das Plasmid pES25 (Figur 1) ist ein pBA-Vektor, der ein ca. 
11 kb groSes genomisches Fragment aus Neisseria gonorrhoeae 



+++ 
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+ 
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enthalt, welches die codierenden Bereiche orfA, orfB und 
orfl tragt. 

Der Stamm E. coli H2560 wurde bei der Deutschen Stammsamm- 
lung fur Mikroorganismen (DSM, Braunschweig, Deutschland) 
unter der DSM -H inter legungsnummer DSM 10257 hinterlegt. 

Das erhaltene Resultat ist uberraschend, weil pilustragende 
Neisserien mit deutlich hoherer Affinitat an ME- 180 Zellen 
binden, als an Chang Epithelzellen. Dieses Resultat laSt 
sich dahingehend interpret ieren, daS PilC unterschiedliche 
Adharenzeigenschaften aufweist, in Abhangigkeit von seiner 
Lokalisierung. Als Adhasin-Komponente im Pilus bindet PilC 
bevorzugt an Rezeptoren der ME-180 Zelloberf lache , wahrend 
im Komplex mit OrfA als oberf lachenlokalisiertes Adhasin 
PilC bevorzugt Rezeptoren auf Chang Epithelzellen erkennt. 
Ob dabei im letzteren Fall Adhasineigenschaf ten auch OrfA 
und/oder OrfB zuzuschreiben sind, ist gegenwartig nicht be- 
kannt . 

Die fur rekombinante E. coli-Statnme erzielten Befunde lieSen 
sich mit identischem Resultat in N. gonorrhoeae re- 
produzieren. Wird der piluslose Stamm N 300 (P- Opa-) . der 
kaum an ME-180 oder Chang Zellen bindet, mit gereinigtem 
PilC vorinkubiert, so kann hierdurch die Adharenz an Chang 
Epithelzellen deutlich verstarkt werden. 

Offensichtlich steht mit den beschriebenen experimentellen 
Ansatzen ein Modell zur Verfugung, das geeignet ist, einen 
Mechanismus fur die Modulation der Adharenzeigenschaften zu 
untersuchen, wie sie in kaskadenar tiger Abfolge die zuneh- 
mend intensive Anheftung der Erreger an Wirtszellen bewirken 
bzw. dem Gewebetropismus zugrunde liegen konnen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Max- Planck- Ges ells cha ft zur Forderung der 

Wissenschaften e.V. 

(B) STRASSE: keine 

(C) ORT: Berlin 

( E ) LAND : Deut schland 

(F) POSTLEITZAHL : keiner 

(ii) BE2EICHNUNG DER ERFINDUNG : NucleinsauremolekOle codierend Proteine, 
die die Adhasion von Neisseria- Zellen an humane Zellen vermitteln 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER - LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(vi) DATEN DER URANMELDUNG : 

(A) ANMELDENUMMER : DE 19534579.7 

(B) ANMELDETAG: 18-SEP-1995 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3287 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMOS: Neisseria gonorrheae 

(B) STAMM: MS11 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: genomische Bibliothek in pBA 

(B) CLON(E): H1967/pES25 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:136. .447 
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{ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 583. .1542 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 1585 . .3111 



<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

CGGCGCAAAC GGCGGACGCT GCTGTTAGCC CCGCTTGAAA CAAATGCCGT CTGAACGCCA 60 

CTTCAGACGG CATTTTTATA ATAAGGCGCT GTCCTAGATA ACTAGGGAAA TTCAAATTAA 120 

GTTAGAATTA TCCCT ATG AGA AAA AGC CGT CTA AGC CGG TAT AAA CAA AAT 171 
Met Arg Lys Ser Arg Leu Ser Arg Tyr Lys Gin Asn 
15 10 

AAA CTC ATT GAA CTG TTT GTC GCA GGC GTA ACT GCA AGA ACA GCA GCA 219 
Lys Leu lie Glu Leu Phe Val Ala Gly Val Thr Ala Arg Thr Ala Ala 
15 20 25 

GAG CCT GAC AGC ATT GTT TAT ACG GAT TGT TAT CGT CGC TAT GAT GTA 267 
Glu Pro Asp Ser He Val Tyr Thr Asp Cys Tyr Arg Arg Tyr Asp Val 
30 35 40 

TTG GAT GCG GGC GAA TTT AGC CAT TTC CGT ATC AAT CAC AGC ACA CAT 315 
Leu Asp Ala Gly Glu Phe Ser His Phe Arg He Asn His Ser Thr His 
45 50 55 60 

TTT GCC GAA CGA CAA AAC CAT ATT AAT GGA ATT GGG AAC TTT TGG AAC 363 
Phe Ala Glu Arg Gin Asn His He Asn Gly He Gly Asn Phe Trp Asn 
65 70 75 

CGG GCA AAA CGT CAT TTA CGC AAG TTT GAC GGC ATT CCC AAA GAG CAT 411 
Arg Ala Lys Arg His Leu Arg Lys Phe Asp Gly He Pro Lys Glu His 
80 85 90 

TTT GAG CCG TAT TTA AAG GAG TGC GAA CGG CGT TTT TAACAACAGT 457 
Phe Glu Pro Tyr Leu Lys Glu Cys Glu Arg Arg Phe 
95 100 

GAGATAAAAG TTCTTGTTCC ATTTTAAAAC AATTAGTAAA ATCGAGTTTA TCCTAGTTGT 517 

CCAGGACGGC CCCTAATTTA TTTACAATTT TGATACAATT TGTTTTTCAT CAAAGGAGAA 577 

AATCT ATG CGG GCA CGG CTG CTG ATA CCT ATT CTT TTT TCG GTT TTT 624 
Met Arg Ala Arg Leu Leu He Pro He Leu Phe Ser Val Phe 
15 10 

ATT TTA TCC GCC TGC GGG ACA CTG ACA GGT ATT CCA TCG CAT GGC GGA 672 
He Leu Ser Ala Cys Gly Thr Leu Thr Gly He Pro Ser His Gly Gly 
15 20 25 30 
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GGC AAA CGC TTC GCG GTC GAA CAA GAA CTT GTG GCC GCT TCT GCC AGA 720 

Gly Lys Arg Phe Ala Val Glu Gin Glu Leu Val Ala Ala Ser Ala Arg 
35 40 45 

GCT GCC GTT AAA GAC ATG GAT TTA CAG GCA TTA CAC GGA CGA AAA GTT 768 
Ala Ala Val Lys Asp Met Asp Leu Gin Ala Leu His Gly Arg Lys Val 
50 55 60 

GCA TTG TAC ATT GCA ACT ATG GGC GAC CAA GGT TCA GGC AGT TTG ACA 816 
Ala Leu Tyr lie Ala Thr Met Gly Asp Gin Gly Ser Gly Ser Leu Thr 
65 70 75 

GGG GGT CGC TAC TCC ATT GAT GCA CTG ATT CGC GGC GAA TAC ATA AAC 864 
Gly Gly Arg Tyr Ser lie Asp Ala Leu He Arg Gly Glu Tyr He Asn 
80 85 90 

AGC CCT GCC GTC CGC ACC GAT TAC ACC TAT CCG CGT TAC GAA ACC ACC 912 
Ser Pro Ala Val Arg Thr Asp Tyr Thr Tyr Pro Arg Tyr Glu Thr Thr 
95 100 105 HO 

GCT GAA ACA ACA TCA GGC GGT TTG ACG GGT TTA ACC ACT TCT TTA TCT 960 
Ala Glu Thr Thr Ser Gly Gly Leu Thr Gly Leu Thr Thr Ser Leu Ser 
115 120 125 

ACA CTT AAT GCC CCT GCA CTC TCG CGC ACC CAA TCA GAC GGT AGC GGA 1008 
Thr Leu Asn Ala Pro Ala Leu Ser Arg Thr Gin Ser Asp Gly Ser Gly 
130 135 "0 

AGT AGG AGC AGT CTG GGC TTA AAT ATT GGC GGG ATG GGG GAT TAT CGA 1056 
Ser Arg Ser Ser Leu Gly Leu Asn He Gly Gly Met Gly Asp Tyr Arg 
145 150 155 

AAT GAA ACC TTG ACG ACC AAC CCG CGC GAC ACT GCC TTT CTT TCC CAC 1104 
Asn Glu Thr Leu Thr Thr Asn Pro Arg Asp Thr Ala Phe Leu Ser His 
160 165 170 

TTG GTA CAG ACC GTA TTT TTC CTG CGC GGC ATA GAC GTT GTT TCT CCT 1152 
Leu Val Gin Thr Val Phe Phe Leu Arg Gly He Asp Val Val Ser Pro 
175 180 185 190 

GCC AAT GCC GAT ACA GAT GTG TTT ATT AAC ATC GAC GTA TTC GGA ACG 1200 
Ala Asn Ala Asp Thr Asp Val Phe He Asn He Asp Val Phe Gly Thr 
195 200 205 

ATA CGC AAC AGA ACC GAA ATG CAC CTA TAC AAT GCC GAA ACA CTG AAA 1248 
He Arg Asn Arg Thr Glu Met His Leu Tyr Asn Ala Glu Thr Leu Lys 
210 215 220 



GCC CAA ACA AAA CTG GAA TAT TTC GCA GTA GAC AGA ACC AAT AAA AAA 
Ala Gin Thr Lys Leu Glu Tyr Phe Ala Val Asp Arg Thr Asn Lys Lys 
225 230 235 

TTG CTC ATC AAA CCC AAA ACC AAT GCG TTT GAA GCT GCC TAT AAA GAA 
Leu Leu He Lys Pro Lys Thr Asn Ala Phe Glu Ala Ala Tyr Lys Glu 
240 245 250 



1296 



1344 
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AAT TAC GCA TTG TGG ATG GGG CCG TAT AAA GTA AGC AAA GGA ATC AAA 1392 
Asn Tyr Ala Leu Trp Met Gly Pro Tyr Lys Val Ser Lys Gly lie Lys 
255 260 265 270 

CCG ACG GAA GGA TTA ATG GTC GAT TTC TCC GAT ATC CGG CCA TAC GGC 1440 
Pro Thr Glu Gly Leu Met Val Asp Phe Ser Asp lie Arg Pro Tyr Gly 
275 280 285 

AAT CAT ACG GGT AAC TCC GCC CCA TCC GTA GAG GCT GAT AAC AGT CAT 1488 
Asn His Thr Gly Asn Ser Ala Pro Ser Val Glu Ala Asp Asn Ser His 
290 295 300 

GAG GGG TAT GGA TAC AGC GAT GAA GCA GTG CGA CAA CAT AGA CAA GGG 1536 
Glu Gly Tyr Gly Tyr Ser Asp Glu Ala Val Arg Gin His Arg Gin Gly 
305 310 315 

CAA CCT TGATTCACAC TGCCATAACC GCTTGCTGCC AAGGAAAACA AA ATG AAT 1590 
Gin Pro Met 
320 1 

TTG CCT ATT CAA AAA TTC ATG ATG CTG TTT GCA GCG GCA ATA TCG TTG 1638 
Leu Pro He Gin Lys Phe Met Met Leu Phe Ala Ala Ala He Ser Leu 
5 10 15 

CTG CAA ATC CCC ATT AGT CAT GCG AAC GGT TTG GAT GCC CGT TTG CGC 1686 
Leu Gin He Pro He Ser His Ala Asn Gly Leu Asp Ala Arg Leu Arg 
20 25 30 

GAT GAT ATG CAG GCA AAA CAC TAC GAA CCG GGT GGC AAA TAC CAT CTG 1734 
Asp Asp Met Gin Ala Lys His Tyr Glu Pro Gly Gly Lys Tyr His Leu 
35 40 45 50 

TTC GGT AAT GCT CGC GGC AGT GTT AAA AAT CGG GTT TGC GCC GTC CAA 1782 
Phe Gly Asn Ala Arg Gly Ser Val Lys Asn Arg Val Cys Ala Val Gin 
55 60 65 

ACA TTT GAT GCA ACT GCG GTC GGC CCC ATA CTG CCT ATT ACA CAC GAA 1830 
Thr Phe Asp Ala Thr Ala Val Gly Pro He Leu Pro He Thr His Glu 
70 75 80 

CGG ACA GGG TTT GAA GGC ATT ATC GGT TAT GAA ACC CAT TTT TCA GGA 1878 
Arg Thr Gly Phe Glu Gly He He Gly Tyr Glu Thr His Phe Ser Gly 
85 90 95 

CAC GGA CAC GAA GTA CAC AGT CCG TTC GAT AAT CAT GAT TCA AAA AGC 1926 
His Gly His Glu Val His Ser Pro Phe Asp Asn His Asp Ser Lys Ser 
100 105 HO 

ACT TCT GAT TTC AGC GGC GGC GTA GAC GGC GGT TTT ACC GTT TAC CAA 1974 
Thr Ser Asp Phe Ser Gly Gly Val Asp Gly Gly Phe Thr Val Tyr Gin 
US 120 125 130 

CTT CAT CGG ACA GGG TCG GAA ATA CAT CCC GCA GAC GGA TAT GAC GGG 2022 
Leu His Arg Thr Gly Ser Glu He His Pro Ala Asp Gly Tyr Asp Gly 
135 140 145 
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CCT CAA GGC GGC GGT TAT CCG GAA CCA CAA GGG GCA AGG GAT ATA TAC 2070 
Pro Gin Gly Gly Gly Tyr Pro Glu Pro Gin Gly Ala Arg Asp He Tyr 
150 155 160 

AGC TAC CAT ATC AAA GGA ACT TCA ACC AAA ACA AAG ATA AAC ACT GTT 2118 
Ser Tyr His He Lys Gly Thr Ser Thr Lys Thr Lys He Asn Thr Val 
165 170 175 

CCG CAA GCC CCT TTT TCA GAC CGC TGG CTA AAA GAA AAT GCC GGT GCC 2166 
Pro Gin Ala Pro Phe Ser Asp Arg Trp Leu Lys Glu Asn Ala Gly Ala 
180 185 190 

GCT TCC GGT TTT CTC AGC CGT GCG GAT GAA GCA GGA AAA CTG ATA TGG 2214 
Ala Ser Gly Phe Leu Ser Arg Ala Asp Glu Ala Gly Lys Leu He Trp 
195 200 205 210 

GAA AAC GAC CCC GAT AAA AAT TGG CGG GCT AAC CGT ATG GAT GAT ATT 2262 
Glu Asn Asp Pro Asp Lys Asn Trp Arg Ala Asn Arg Met Asp Asp He 
215 220 225 

CGC GGC ATC GTC CAA GGT GCG GTT AAT CCT TTT TTA ACG GGT TTT CAG 2310 
Arg Gly He Val Gin Gly Ala Val Asn Pro Phe Leu Thr Gly Phe Gin 
230 235 240 

GGA TTG GGA GTT GGG GCA ATT ACA GAC AGT GCG GTA AGC CCG GTA ACC 2358 
Gly Leu Gly Val Gly Ala He Thr Asp Ser Ala Val Ser Pro Val Thr 
245 250 255 

TAT GCG GCA GCA CGG AAA ACT TTA CAG GGT ATT CAC AAT TTA GGA AAT 2406 
Tyr Ala Ala Ala Arg Lys Thr Leu Gin Gly He His Asn Leu Gly Asn 
260 265 270 

TTA AGT CCG GAA GCA CAA CTT GCC GCC GCG AGC CTA TTA CAG GAC AGT 2454 
Leu Ser Pro Glu Ala Gin Leu Ala Ala Ala Ser Leu Leu Gin Asp Ser 
275 280 285 290 

GCC TTT GCG GTA AAA GAC GGC ATC AAT TCC GCC AGA CAA TGG GCT GAT 2502 
Ala Phe Ala Val Lys Asp Gly He Asn Ser Ala Arg Gin Trp Ala Asp 
295 300 305 

GCC CAT CCG AAT ATA ACA GCA ACA GCC CAA ACT GCC CTT GCC GTA GCA 2550 
Ala His Pro Asn He Thr Ala Thr Ala Gin Thr Ala Leu Ala Val Ala 
310 315 320 

GAG GCT GCA GGT ACG GTT TGG GGA GGT AAA AAA GTA GAA CTT AAC CCG 2598 
Glu Ala Ala Gly Thr Val Trp Gly Gly Lys Lys Val Glu Leu Asn Pro 
325 330 335 

ACC AAA TGG GAT TGG GTT AAA AAT ACC GGC TAT GAA AAA CCT GCT GCC 264 
Thr Lys Trp Asp Trp Val Lys Asn Thr Gly Tyr Glu Lys Pro Ala Ala 
340 345 350 

CGA CCT ATG CAG ACT GTA GAC GGG GAA ATG GCC GGG AAA AAT AAG CCA 2694 
Arg Pro Met Gin Thr Val Asp Gly Glu Met Ala Gly Lys Asn Lys Pro 
355 360 365 370 
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CCG AAA CCA AGT ACG CAG CAA CAC TCT ACA CAC TCT GAT AAC AAT ATC 2742 
Pro Lys Pro Ser Thr Gin Gin His Ser Thr His Ser Asp Asn Asn lie 
375 380 385 

GGC TTA CCT GCC CCA TAT GTT AAA CCT GAT ACA TCT ATT TCT CCG ACA 2790 
Gly Leu Pro Ala Pro Tyr Val Lys Pro Asp Thr Ser He Ser Pro Thr 
390 395 400 

GGA ACA ATT CAA GAC CGC ATC AGA TGG ACA AAA TCC AAG TTT CCT ACT 283B 
Gly Thr He Gin Asp Arg He Arg Trp Thr Lys Ser Lys Phe Pro Thr 
405 410 415 

GAG AAA TCT TTA AAT GGA CAT TTC AAA GCT CAT GGA AAA GAA TTT GGC 28B6 
Glu Lys Ser Leu Asn Gly His Phe Lys Ala His Gly Lys Glu Phe Gly 
420 425 430 

GAT ATA ACC ATT GAA GAC TAC CAA AAA ATG GCG TCT GAT TTG TTA TCA 2934 
Asp He Thr He Glu Asp Tyr Gin Lys Met Ala Ser Asp Leu Leu Ser 
435 440 445 450 

AAA CAG ACA TCG GAC AAG ATA TTA GGT TAT CAG ACG GAA CAT AGA CGA 2982 
Lys Gin Thr Ser Asp Lys He Leu Gly Tyr Gin Thr Glu His Arg Arg 
455 460 465 

GTG CGC TAT GAT ATC AAT AAC AAT ATC TAT GTT TTG GCC AAT CCA AAA 3030 
val Arg Tyr Asp He Asn Asn Asn He Tyr Val Leu Ala Asn Pro Lys 

470 475 480 

ACA TTC AAA ATC AAA ACA ATG TTT AAA CCA AAC TTA GGA AAG GAG TAT 3078 
Thr Phe Lys He Lys Thr Met Phe Lys Pro Asn Leu Gly Lys Glu Tyr 
485 490 495 

TAT GAT GGA GAA TTC AAA AAA GAC ATG GGA AAT TGACGGAGAA ATATGGCTAC 3131 
Tyr Asp Gly Glu Phe Lys Lys Asp Met Gly Asn 
500 505 

ATTGTCCTGT TTGCGGAACT GAAGTTATGG ACTATGATAT CTGTGACGTT TGTCAGTGGC 3191 
AAAATACAGG AGAAACTAAT ATAGATGGTG GTCCTAATGA AATGACACTT GCGGAGGCGA 3251 

3287 

AAG AAG CTT A CGCAAAAGGC TT AC CAATCA GATAAA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZETCHEN : 

(A) LANGE: 1136 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 
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(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Neisseria gonorrheae 
<B) STAMM: MS11 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 135. .1094 



<xi> SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

AACAACAGTG AGATAAAAGT TCTTGTTCCA TTTTAAAACA ATTAGTAAAA TCGAGTTTAT 60 

CCTAGTTGTC CAGGACGGCC CCTAATTTAT TTACAATTTT GATACAATTT GTTTTTCATC 120 

AAAGGAGAAA ATCT ATG CGG GCA CGG CTG CTG ATA CCT ATT CTT TTT TCG 170 
Met Arg Ala Arg Leu Leu He Pro He Leu Phe Ser 
510 515 520 

GTT TTT ATT TTA TCC GCC TGC GGG ACA CTG ACA GGT ATT CCA TCG CAT 218 
Val Phe He Leu Ser Ala Cys Gly Thr Leu Thr Gly He Pro Ser His 
525 530 535 

GGC GGA GGC AAA CGC TTC GCG GTC GAA CAA GAA CTT GTG GCC GCT TCT 266 
Gly Gly Gly Lys Arg Phe Ala Val Glu Gin Glu Leu Val Ala Ala Ser 
540 545 550 

GCC AGA GCT GCC GTT AAA GAC ATG GAT TTA CAG GCA TTA CAC GGA CGA 314 
Ala Arg Ala Ala Val Lys Asp Met Asp Leu Gin Ala Leu His Gly Arg 
555 560 565 

AAA GTT GCA TTG TAC ATT GCA ACT ATG GGC GAC CAA GGT TCA GGC AGT 362 
Lys Val Ala Leu Tyr He Ala Thr Met Gly Asp Gin Gly Ser Gly Ser 
570 575 580 585 

TTG ACA GGG GGT CGC TAC TCC ATT GAT GCA CTG ATT CGC GGC GAA TAC 410 
Leu Thr Gly Gly Arg Tyr Ser He Asp Ala Leu He Arg Gly Glu Tyr 
590 595 600 

ATA AAC AGC CCT GCC GTC CGC ACC GAT TAC ACC TAT CCG CGT TAC GAA 458 
He Asn Ser Pro Ala Val Arg Thr Asp Tyr Thr Tyr Pro Arg Tyr Glu 
605 610 615 

ACC ACC GCT GAA ACA ACA TCA GGC GGT TTG ACG GGT TTA ACC ACT TCT 506 
Thr Thr Ala Glu Thr Thr Ser Gly Gly Leu Thr Gly Leu Thr Thr Ser 
620 625 630 

TTA TCT ACA CTT AAT GCC CCT GCA CTC TCG CGC ACC CAA TCA GAC GGT 554 
Leu Ser Thr Leu Asn Ala Pro Ala Leu Ser Arg Thr Gin Ser Asp Gly 
635 640 645 

AGC GGA AGT AGG AGC AGT CTG GGC TTA AAT ATT GGC GGG ATG GGG GAT 602 
Ser Gly Ser Arg Ser Ser Leu Gly Leu Asn He Gly Gly Met Gly Asp 
650 655 660 665 
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TAT CGA ART GAA ACC TTG ACG ACC AAC CCG CGC GAC ACT GCC TTT CTT 650 
Tvr Arg Asn Glu Thr Leu Thr Thr Asn Pro Arg Asp Thr Ala Phe Leu 
Y G70 675 680 

TCC CAC TTG GTA CAG ACC GTA TTT TTC CTG CGC GGC ATA GAC GTT GTT 698 
Ser His Leu Val Gin Thr Val Phe Phe Leu Arg Gly He Asp Val Val 
685 690 695 

TCT CCT GCC AAT GCC GAT ACA GAT GTG TTT ATT AAC ATC GAC GTA TTC 746 
Ser Pro Ala Asn Ala Asp Thr Asp Val Phe He Asn He Asp Val Phe 
700 70S 710 

GGA ACG ATA CGC AAC AGA ACC GAA ATG CAC CTA TAC AAT GCC GAA ACA 794 
Gly Thr lie Arg Asn Arg Thr Glu Met His Leu Tyr Asn Ala Glu Thr 
715 720 725 

CTG AAA GCC CAA ACA AAA CTG GAA TAT TTC GCA GTA GAC AGA ACC AAT 842 
Leu Lys Ala Gin Thr Lys Leu Glu Tyr Phe Ala Val Asp Arg Thr Asn 
730 735 740 745 

AAA AAA TTG CTC ATC AAA CCC AAA ACC AAT GCG TTT GAA GCT GCC TAT 890 
Lys Lys Leu Leu lie Lys Pro Lys Thr Asn Ala Phe Glu Ala Ala Tyr 
750 755 760 



AAA GAA AAT TAC GCA TTG TGG ATG GGG CCG TAT AAA GTA AGC AAA GGA 938 
Lys Glu Asn Tyr Ala Leu Trp Met Gly Pro Tyr Lys Val Ser Lys Gly 
765 770 775 

ATC AAA CCG ACG GAA GGA TTA ATG GTC GAT TTC TCC GAT ATC CGG CCA 986 
lie Lys Pro Thr Glu Gly Leu Met Val Asp Phe Ser Asp He Arg Pro 
780 785 790 

TAC GGC AAT CAT ACG GGT AAC TCC GCC CCA TCC GTA GAG GCT GAT AAC 
Tyr Gly Asn His Thr Gly Asn Ser Ala Pro Ser Val Glu Ala Asp Asn 
795 BOO 805 

AGT CAT GAG GGG TAT GGA TAC AGC GAT GAA GCA GTG CGA CAA CAT AGA 
Ser His Glu Gly Tyr Gly Tyr Ser Asp Glu Ala Val Arg Gin His Arg 
810 815 820 825 

CAA GGG CAA CCT TGATTCACAC TGCCATAACC GCTTGCTGCC AAGGAAAACA 

Gin Gly Gin Pro 



1034 



1082 



1134 



1136 



AA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 582 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URS PRUNLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Neisseria gonorrheae 

(B) STAMM: MS11 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:136. .447 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

CGGCGCAAAC GGCGGACGCT GCTGTTAGCC CCGCTTGAAA CAAATGCCGT CTGAACGCCA 60 

CTTCAGACGG CATTTTTATA ATAAGGCGCT GTCCTAGATA ACTAGGGAAA TTCAAATTAA 120 

GTTAGAATTA TCCCT ATG AGA AAA AGC CGT CTA AGC CGG TAT AAA CAA AAT 171 
Met Arg Lys Ser Arg Leu Ser Arg Tyr Lys Gin Asn 
325 330 

AAA CTC ATT GAA CTG TTT GTC GCA GGC GTA ACT GCA AGA ACA GCA GCA 219 
Lys Leu lie Glu Leu Phe Val Ala Gly Val Thr Ala Arg Thr Ala Ala 
335 340 345 

GAG CCT GAC AGC ATT GTT TAT ACG GAT TGT TAT CGT CGC TAT GAT GTA 267 
Glu Pro Asp Ser He Val Tyr Thr Asp Cys Tyr Arg Arg Tyr Asp Val 
350 355 360 



TTG GAT GCG GGC GAA TTT AGC CAT TTC CGT ATC AAT CAC AGC ACA CAT 
Leu Asp Ala Gly Glu Phe Ser His Phe Arg He Asn His Ser Thr His 

-nn 375 380 

365 370 

TTT GCC GAA CGA CAA AAC CAT ATT AAT GGA ATT GGG AAC TTT TGG AAC 
Phe Ala Glu Arg Gin Asn His He Asn Gly He Gly Asn Phe Trp Asn 
385 390 395 

CGG GCA AAA CGT CAT TTA CGC AAG TTT GAC GGC ATT CCC AAA GAG CAT 
Arg Ala Lys Arg His Leu Arg Lys Phe Asp Gly He Pro Lys Glu His 
400 405 410 

TTT GAG CCG TAT TTA AAG GAG TGC GAA CGG CGT TTT TAACAACAGT 
Phe Glu Pro Tyr Leu Lys Glu Cys Glu Arg Arg Phe 
415 420 

GAGATAAAAG TTCTTGTTCC ATTTTAAAAC AATTAGTAAA AT CGAGTTTA TCCTAGTTGT 
CCAGGACGGC CCCTAATTTA TTTACAATTT TGATACAATT TGTTTTTCAT CAAAGGAGAA 
AATCT 



315 

363 

411 

457 

517 
577 
582 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1744 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Doppelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTI SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Neisseria gonorrheae 

(B) STAMM: MS11 

fix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 
CB) LAGE : 42 - . 1568 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

GATTCACACT GCCATAACCG CTTGCTGCCA AGGAAAACAA A ATG AAT TTG CCT 53 

Met Asn Leu Pro 
105 

ATT CAA AAA TTC ATG ATG CTG TTT GCA GCG GCA ATA TCG TTG CTG CAA 101 
He Gin Lys Phe Met Met Leu Phe Ala Ala Ala He Ser Leu Leu Gin 
110 H5 120 

ATC CCC ATT ACT CAT GCG AAC GGT TTG GAT GCC CGT TTG CGC GAT GAT 149 
He Pro He Ser His Ala Asn Gly Leu Asp Ala Arg Leu Arg Asp Asp 
125 130 135 WO 

ATG CAG GCA AAA CAC TAC GAA CCG GGT GGC AAA TAC CAT CTG TTC GGT 197 
Met Gin Ala Lys His Tyr Glu Pro Gly Gly Lys Tyr His Leu Phe Gly 
145 150 I 55 

AAT GCT CGC GGC AGT GTT AAA AAT CGG GTT TGC GCC GTC CAA ACA TTT 245 
Asn Ala Arg Gly Ser Val Lys Asn Arg Val Cys Ala Val Gin Thr Phe 
160 165 170 

GAT GCA ACT GCG GTC GGC CCC ATA CTG CCT ATT ACA CAC GAA CGG ACA 293 
Asp Ala Thr Ala Val Gly Pro He Leu Pro He Thr His Glu Arg Thr 
175 180 185 



GGG TTT GAA GGC ATT ATC GGT TAT GAA ACC CAT TTT TCA GGA CAC GGA 
Gly Phe Glu Gly He He Gly Tyr Glu Thr His Phe Ser Gly His Gly 
190 195 200 



CAC GAA GTA CAC AGT CCG TTC GAT AAT CAT GAT TCA AAA AGC ACT TCT 
His 
205 



His Glu Val His Ser Pro Phe Asp Asn His Asp Ser Lys Ser Thr Ser 

210 215 220 



341 



389 
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GAT TTC AGC GGC GGC GTA GAC GGC GGT TTT ACC GTT TAC CAA CTT CAT 437 
Asp Phe Ser Gly Gly Val Asp Gly Gly Phe Thr Val Tyr Gin Leu His 
225 230 235 

CGG ACA GGG TCG GAA ATA CAT CCC GCA GAC GGA TAT GAC GGG CCT CAA 485 
Atq Thr Gly Ser Glu lie His Pro Ala Asp Gly Tyr Asp Gly Pro Gin 
240 245 250 

GGC GGC GGT TAT CCG GAA CCA CAA GGG GCA AGG GAT ATA TAC AGC TAC 533 
Gly Gly Gly Tyr Pro Glu Pro Gin Gly Ala Arg Asp lie Tyr Ser Tyr 
255 260 265 

CAT ATC AAA GGA ACT TCA ACC AAA ACA AAG ATA AAC ACT GTT CCG CAA 581 
His lie Lys Gly Thr Ser Thr Lys Thr Lys lie Asn Thr Val Pro Gin 
270 275 280 

GCC CCT TTT TCA GAC CGC TGG CTA AAA GAA AAT GCC GGT GCC GCT TCC 629 
Ala Pro Phe Ser Asp Arg Trp Leu Lys Glu Asn Ala Gly Ala Ala Ser 
285 290 295 300 

GGT TTT CTC AGC CGT GCG GAT GAA GCA GGA AAA CTG ATA TGG GAA AAC 677 
Gly Phe Leu Ser Arg Ala Asp Glu Ala Gly Lys Leu He Trp Glu Asn 
305 310 315 



GAC CCC GAT AAA AAT TGG CGG GCT AAC CGT ATG GAT GAT ATT CGC GGC 
Asp Pro Asp Lys Asn Trp Arg Ala Asn Arg Met Asp Asp He Arg Gly 

325 330 



320 



725 



ATC GTC CAA GGT GCG GTT AAT CCT TTT TTA ACG GGT TTT CAG GGA TTG 773 
He Val Gin Gly Ala Val Asn Pro Phe Leu Thr Gly Phe Gin Gly Leu 
335 340 345 

GGA GTT GGG GCA ATT ACA GAC AGT GCG GTA AGC CCG GTA ACC TAT GCG 821 
Gly Val Gly Ala He Thr Asp Ser Ala Val Ser Pro Val Thr Tyr Ala 
350 355 360 

GCA GCA CGG AAA ACT TTA CAG GGT ATT CAC AAT TTA GGA AAT TTA AGT 869 
Ala Ala Arg Lys Thr Leu Gin Gly He His Asn Leu Gly Asn Leu Ser 
365 370 375 380 

CCG GAA GCA CAA CTT GCC GCC GCG AGC CTA TTA CAG GAC AGT GCC TTT 917 
Pro Glu Ala Gin Leu Ala Ala Ala Ser Leu Leu Gin Asp Ser Ala Phe 
385 390 395 

GCG GTA AAA GAC GGC ATC AAT TCC GCC AGA CAA TGG GCT GAT GCC CAT 
Ala Val Lys Asp Gly He Asn Ser Ala Arg Gin Trp Ala Asp Ala Hxs 
400 405 410 

CCG AAT ATA ACA GCA ACA GCC CAA ACT GCC CTT GCC GTA GCA GAG GCT 
Pro Asn He Thr Ala Thr Ala Gin Thr Ala Leu Ala Val Ala Glu Ala 
415 420 425 

GCA GGT ACG GTT TGG GGA GGT AAA AAA GTA GAA CTT AAC CCG ACC AAA 
Ala Gly Thr Val Trp Gly Gly Lys Lys Val Glu Leu Asn Pro Thr Lys 
430 435 440 



965 



1013 



1061 
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TGG GAT TGG GTT AAA ART ACC GGC TAT GAA AAA OCT GCT GCC CGA CCT 
S 2? Sp Val Lys Asn Thr Oly Tyr Glu Lys Pro Ala Ala Arg Pro 
445 450 455 

ATG GAG ACT GTA GAC GGG GAA ATG GCC GGG AAA AAT AAG CCA CCG AAA 
M^ Thr val Asp Gly Glu Met Ala Gly Lys Asn Lys Pro Pro Lys 
465 470 475 

CCA AGT ACG CAG CAA CAC TCT ACA CAC TCT GAT AAC AAT ATC GGC TTA 
Pro Ser Thr Gin Gin His Ser Thr His Ser Asp Asn Asn lie Gly Leu 
4B0 485 49° 

CCT GCC CCA TAT GTT AAA CCT GAT ACA TCT ATT TCT CCG ACA GGA ACA 
Sa Pro Tyr Val Lys Pro Asp Thr Ser He Ser Pro Thr Gly Thr 
495 500 505 

ATT CAA GAC CGC ATC AGA TGG ACA AAA TCC AAG TTT CCT ACT GAG AAA 
lZ Gin Asp Arg lie Arg Trp Thr Lys Ser Lys Phe Pro Thr Glu Lys 
510 515 520 

TCT TTA AAT GGA CAT TTC AAA GCT CAT GGA AAA GAA TTT GGC GAT ATA 
S Leu Asn Gly His Phe Lys Ala His Gly Lys Glu Phe Gly Asp lie 
525 530 535 

ACC ATT GAA GAC TAC CAA AAA ATG GCG TCT GAT TTG TTA TCA AAA CAG 
T~hr ile Glu Asp Tyr Gin Lys Met Ala Ser Asp Leu Leu Ser Lys Gin 

545 550 

A CA TCG GAC AAG ATA TTA GGT TAT CAG ACG GAA CAT AGA CGA GTG CGC 
Tte Lr Asp Lys He Leu Gly Tyr Gin Thr Glu His Arg Arg Val Arg 
560 565 570 

TAT GAT ATC AAT AAC AAT ATC TAT GTT TTG GCC AAT CCA AAA ACA TTC 
™ £J S Asn Asn He Tyr Val Leu Ala Asn Pro Lys Thr Phe 

575 580 585 

AAA ATC AAA ACA ATG TTT AAA CCA AAC TTA GGA AAG GAG TAT TAT GAT 
T S ill i£ Thr Met: Phe Lys Pro Asn Leu Gly Lys Glu Tyr Tyr Asp 
590 595 600 

GGA GAA TTC AAA AAA GAC ATG GGA AAT TGACGGAGAA ATATGGCTAC 
Gly Glu Phe Lys Lys Asp Met Gly Asn 
605 "0 

ATTGTCCTGT TTGCGGAACT GAAGTTATGG ACTATGATAT CTGTGACGTT TGTCAGTGGC 
AAAATACAGG AGAAACTAAT ATAGATGGTG GTCCTAATGA AATGACACTT GCGGAGGCGA 
AAGAAGCTTA CGCAAAAGGC TTACCAATCA GATAAA 



1109 

1157 

1205 

1253 

1301 

1349 

1397 

1445 

1493 

1541 

1588 

1648 
1708 
1744 
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ANGABEN ZU EINEM H1NTERLEGTEN MIKROORGANISMUS 
(Regcl 13 ta4 PCT) 



A. Die nachstchcnden Angaben betreffcn den Mikroorganismus. der in dcr Beschreibung gcnanm ist 
auf Seite 29 . Zcile 3-5 . 



B. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG 



Weuere Hinterlegungen sind auf eincm i — i 
zusatzltchen Blatt gekennzeichnet I — I 



Name dcr HimerJegungsstelle 

DSM Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen 



Anschntt dcr Hinterlegungsstelle t etnschliefllich Postiettzahi undLandl 

Mascheroder Weg 1b 
3B124 Braunschweig 
DE 



Datum der Himerleeung 


Einganesnummer 


IS. 09. 1995 


DSM 10257 


C. WEITERE ANGABEN (falls nuns zutreffend, bittefrei lassent Die Angabcn werden auf einem r— i 

gcsondcnen Blatt fortgesetzt ' — 1 


Die Anmelder nehmen Regel 28(4) 


EPU in Anspruch. 


D. BESTIMMUNGSSTAATEN, FUR DIE ANGABEN GEMACHT WERDEN 
(falls die Angabcn mcht fur alle Besrimmungsstaaten gelten) 



EP 



E. NACHREICHUNG VON ANGABEN (falls nicht zutreffend, bittefrei lassen) 



Die nachstchcnden Angabcn werden spater beim Imcmaticmalen Biiro eingereicht (bitte Art der Angaben nennen. 
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Patentan«pT-fiche 



Nucleinsaure -Molekul ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 



aus 



(a) Nucleinsaure-Molekulen, die die unter Seq ID No. 1 
angegebene Nucleotidsequenz aufweisen; 

(b) Nulceinsaure-Molekulen, wie in (a) definiert, bei 
denen jedoch die Nucleotidsequenzen der offenen Le- 
serahmen von den in Seq ID No. 1 angegebenen Nucleo- 
tidsequenzen aufgrund der Degeneration des genet i- 
schen Codes abweichen; und 

(c) Nucleinsaure-Molekulen, die mit den unter (a) oder 
(b) genannten Nucleinsaure-Molekulen hybridisieren, 

wobei die in dem Nucleinsaure-Molekul enthaltenen offe- 
nen Leserahmen Proteine oder biologisch aktive Fragmente 
davon aus Bakterien der Gattung Neisseria codieren. die 
die Adhasion von Neisseria-Zellen an humane Zellen ver- 
mitteln. 

2. Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 1, wobei das Molekul 
aus einer pathogenen Neisseria Spezies stammt . 

3. Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 2, wobei die 
Neisseria Spezies Neisseria gonorrhoeae oder Neisseria 
meningitidis ist. 

4. Vektor enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach einem 
der Anspruche 1 bis 3 . 

5. Wirtszelle, die einen Vektor nach Anspruch 4 enthalt 
oder mit einem Nucleinsaure-Molekul nach einem der An- 
spruche 1 bis 3 genetisch manipuliert ist. 

6. Fragment eines Nucleinsaure-Molekuls nach Anspruch 1, 
codierend ein Lipoprotein oder biologisch aktive Frag- 
mente davon aus Bakterien der Gattung Neisseria ausge- 
wahlt aus der Gruppe bestehend aus 
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(a) Nucleinsaure-Molekulen, die fur ein Protein mit der 
in Seq ID No. 2 dargestellten Aminosauresequenz co- 
dieren; 

(b) Nucleinsaure-Molekulen, die fur ein Protein mit der 
in Seq ID No. 2 dargestellten Aminosauresequenz von 
Aminosaurerest 19 bis Aminosaurerest 320 codieren; 

(c) Nucleinsaure-Molekulen, mit der unter Seq ID No. 2 
dargestellten Nucleotidsequenz ; 

(d) Nucleinsaure-Molekulen mit der Sequenz von Nucleotid 
189 bis Nucleotid 1095 der in Seq ID No. 2 darge- 
stellten Nucleotidsequenz; 

(e) Nucleinsaure-Molekulen, deren Sequenz aufgrund der 
Degeneration des genet ischen Codes von der Sequenz 
der unter (a) , (b) , (O oder (d) genannten Molekule 
abwe i cht ; und 

(f ) Nucleinsaure-Molekulen, die mit den in (a) , (b) , 
(c) , (d) oder (e) genannten Molekulen hybridisieren. 

7. Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 6, wobei das Lipopro- 
tein oder biologisch aktive Fragment davon die Fahigkeit 
zur Adharenz an humane Zellen auf weist . 

8. Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 7, wobei das Protein 
oder biologisch aktive Fragment in Komplexen mit dem 
Protein Pile die Fahigkeit zur Adharenz an humane Zellen 
besitzt . 

9. Vektor enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach einem 
der Anspriiche 6 bis 8 . 

10. Vektor nach Anspruch 9. wobei das Nucleinsaure-Molekul 
rait regulatorischen DNA- Element en verkniipft ist, die die 
Expression in pro- oder eukaryont ischen Zellen erlauben. 

11. Wirtszelle, die einen Vektor nach Anspruch 9 oder 10 
enthalt oder mit einem Nucleinsaure-Molekul nach einem 
der Anspruche 6 bis 8 genetisch manipuliert ist. 
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12. Verfahren zur Herstellung eines Lipoproteins oder biolo- 
gisch aktiver Fragmente davon, bei dem Wirtszellen nach 
Anspruch 11 unter Bedingungen kultiviert werden, die die 
Expression des Expression des Proteins erlauben, 
den Zellen und/oder dem Kulturuberstand isoliert wird. 

13. Protein, das von einem Nucleinsaure-Molekul nach einem 
der Anspruche 6 bis 8 codiert wird oder biologisch ak- 
tive Fragmente davon. 

14. Protein, das eine Aminosauresequenz enthalt, die mit der 
Aminosauresequenz eines Proteins nach Anspruch 13 oder 
eines Teils davon immunologisch kreuzreagiert . 

15. Verfahren zur Isolierung eines Proteins nach Anspruch 
13, wobei die Reinigung des Proteins aus Homogenaten von 
Zellen, die das Protein exprimieren, unter der Ausnut - 
zung der Affinitat des Proteins an Pile erfolgt. 

16. Antikorper gegen ein Protein oder Fragmente davon nach 
Anspruch 13 oder 14 . 

17. Antikorper nach Anspruch 16, wobei dieser gegen die die 
Adharenz an humane Zellen vermittelnde Aminosauresequenz 
des Proteins gerichtet ist. 

18. Nucleinsaure-Molekul von mindestens 12 Nucleotiden 
Lange, das spezifisch mit einem Nucleinsaure-Molekul 
nach einem der Anspruche 1 bis 3 hybridisiert . 

19. Arzneimittel enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach 
einem der Anspruche 6 bis 8, ein Protein oder biologisch 
aktives Fragment davon nach Anspruch 13 oder 14, ein 
Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 18 und/oder einen 
Antikorper nach Anspruch 16 oder 17 und gegebenenf alls 
einen pharmazeutisch vertraglichen Trager. 
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Diagnostische Zusammensetzung enthaltend ein Nuclein- 
saure-Molekul nach einem der Anspruche 6 bis 8, ein Pro- 
tein oder Fragmente davon nach Anspruch 13 oder 14, ein 
Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 18 und/oder einen 
Antikorper nach Anspruch 16 oder 17. 

21. Impfstoff, enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach 
einem der Anspruche 6 bis 8, ein Protein oder biologisch 
aktive Fragmente davon nach Anspruch 13 oder 14 und/oder 
einen Antikorper nach Anspruch 16 oder 17. 

22. Zellulare Rezeptoren, dadurch gekennzeichnet , daS sie an 
ein Protein nach Anspruch 13 oder 14 binden und die Ad- 
harenzf unktion hemtnen. 

23. Rezeptoranaloge Substanzen. dadurch gekennzeichnet, daS 
sie als konrpetitive Hemmstoffe die Adharenzf unktion von 
Proteinen nach Anspruch 13 oder 14 beeinf lussen. 

24. Inhibitoren, dadurch gekennzeichnet, daS sie die 
Interaktion zwischen Proteinen nach Anspruch 13 oder 14 
und zellularen Rezeptoren hemmen. 

25. Arzneimittel enthaltend zellulare Rezeptoren, rezeptor- 
analoge Substanzen oder Inhibitoren nach Anspruch 22, 23 
oder 24 . 

26. Fragment eines Nucleinsaure-Molekuls nach Anspruch 1, 
codierend ein Protein oder biologisch aktive Fragmente 
davon aus Bakterien der Gattung Neisseria, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus 

(a) Nucleinsaure-Molekulen, die fur ein Protein mit der 
unter Seq ID No. 3 dargestellten Aminosauresequenz 
codieren; 

(b) Nucleinsaure-Molekulen, die die unter Seq ID No. 3 
dargestellte Nucleotidsequenz aufweisen; 
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(c) Nucleinsaure-Molekulen, deren Sequenz aufgrund der 
Degeneration des genetischen Codes von der Sequenz 
der unter (a) oder (b) genannten Molekule abweicht; 
und 

(d) Nucleinsaure-Molekulen, die mit den in (a) , (b) oder 
(c) genannten Molekulen hybridisieren. 

27. Vektor enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 
26. 

28. Vektor nach Anspruch 27, wobei das Nucleinsaure-Molekul 
mit regulatorischen DNA-Elementen verkniipft ist, die die 
Expression in pro- oder eukaryontischen Zellen erlauben. 

29. Wirtszelle, die einen Vektor nach Anspruch 27 oder 28 
enthalt oder die mit einem Nucleinsaure-Molekul nach An- 
spruch 26 genetisch manipuliert ist. 

30. Protein, das von einem Nucleinsaure-Molekul nach An- 
spruch 26 codiert wird oder biologisch aktive Fragmente 
davon . 

31. Protein, das eine Aminosaureseguenz enthalt, die mit 
" einer Aminosaureseguenz eines Proteins nach Anspruch 30 

oder Teilen davon immunologisch kreuzreagiert . 

32. Verfahren zur Herstellung des Proteins oder biologisch 
aktiver Fragmente davon nach Anspruch 30 oder 31, bex 
dem Wirtszellen nach Anspruch 29 unter Bedingungen kul- 
tiviert werden, die die Expression des Proteins er- 
lauben, und das Protein aus den Zellen und/oder dem Kul- 
turtiberstand isoliert wird. 

33. Antikorper gegen ein Protein oder Fragmente davon nach 
Anspruch 3 0 oder 31. 
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34. Nucleinsaure-Molekul von mindestens 12 Nucleotiden 
Lange, das spezifisch mit einem Nucleinsaure-Molekul 
nach Anspruch 26 hybridisiert . 

35. Arzneimittel enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach 
Anspruch 26, ein Protein oder biologisch aktives Frag- 
ment davon nach Anspruch 30 oder 31, ein Nucleinsaure- 
Molekul nach Anspruch 34 und/oder Antikorper nach An- 
spruch 33 und gegebenenfalls einen pharmazeutisch ver- 
traglichen Trager. 

36. Diagnostische Zusammensetzung enthaltend ein Nuclein- 
saure-Molekul nach Anspruch 26, ein Protein oder biolo- 
gisch aktive Fragmente davon nach Anspruch 30 oder 31, 
ein Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 34 und/oder einen 
Antikorper nach Anspruch 33. 

37. Fragment eines Nucleinsaure-Molekiils nach Anspruch 1, 
codierend ein Protein oder biologisch aktive Fragmente 
davon aus Bakterien der Gattung Neisseria, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus 

(a) Nucleinsaure-Molekulen, die fur ein Protein mit der 
unter Seq ID No. 4 dargestellten Aminosauresequenz 
codieren, 

(b) Nucleinsaure-Molekulen, die die unter Seq ID No. 4 
dargestellte Nucleotidsequenz aufweisen; 

(c) Nucleinsaure-Molekulen, deren Sequenz aufgrund der 
Degeneration des genetischen Codes von der Sequenz 
der unter (a) oder (b) genannten Molekule abweicht; 
und 

(d) Nucleinsaure-Molekulen, die mit den in (a) , (b) oder 
(c) genannten Molekulen hybridisieren. 

38. Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 37, wobei das Protein 
oder biologisch aktive Fragment in Komplexen mit dem 
Protein PilC die Fahigkeit zur Adharenz an humane Zellen 
besitzt . 
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39. Vektor enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 
37 oder 38. 

40. Vektor nach Anspruch 39, wobei das Nucleinsaure-Molekul 
mit regulatorischen DNA-Elementen verknupft ist, die die 
Expression in pro- oder eukaryontischen Zellen erlauben. 

41. Wirtszelle, die einen Vektor nach Anspruch 38 oder 40 
enthalt oder die genetisch manipuliert ist mit einem 
Nucleinsaure-Molekul nach Anspruch 37 oder 38. 

42. Protein, das von einem Nucleinsaure-Molekul nach An- 
spruch 37 oder 38 codiert wird oder biologisch aktive 
Fragraente davon. 

43. Protein, das eine Aminosauresequenz enthalt, die mit 
einer Aminosauresequenz eines Proteins nach Anspruch 42 
oder Teilen davon immunologisch kreuzreagiert . 

44. Verfahren zur Herstellung des Proteins oder biologisch 
aktiver Fragmente davon nach Anspruch 42 oder 43, bei 
dem Wirtszellen nach Anspruch 41 unter Bedingungen kul- 
tiviert werden, die die Expression des Proteins erlau- 
ben, und das Protein aus den Zellen und/oder dem Kultur- 
uberstand isoliert wird. 

45. Antikorper gegen ein Protein oder Fragmente davon nach 
Anspruch 42 oder 43. 

46. Nucleinsaure-Molekul von mindestens 12 Nucleotiden 
Lange, das spezifisch mit einem Nucleinsaure-Molekul 
nach Anspruch 37 oder 38 hybridisiert . 

47 Arzneimittel enthaltend ein Nucleinsaure-Molekul nach 
Anspruch 37 oder 38, ein Protein oder biologisch aktxves 
Fragment davon nach Anspruch 42 oder 43, ein Nuclexnsau- 
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remolekul nach Anspruch 46 und/oder Antikorper riach An- 
spruch 44 und gegebenenf alls einen pharmazeutisch ver- 
traglichen Trager. 

48. Diagnostische Zusammensetzung enthaltend ein Nuclein- 

saure-Molekul nach Anspruch 37 oder 38, ein Protein oder 

Fragmente davon nach Anspruch 42 oder 43, ein Nuclein- 

sauremolekul nach Anspruch 4 6 und/oder Antikorper nach 
Anspruch 44 . 
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